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Abreviaturas 
A adenosina/adenosina-5'-monofosfato en un molde de RNA 
AAA+ ATPasas asociadas a varias actividades celulares (ATPases 
associated with diverse cellular activities) 
ADP adenosina-5'-difosfato 




BHK riñón de hámster cachorro (baby-hamster kidney) 
BSA seroalbúmina bovina (bovine serum albumin) 
C citosina-5'-monofosfato en un molde de RNA 
C-terminal carboxi-terminal 
cDNA DNA complementario 
cre elemento de replicación en cis (cis acting replication element) 
CTP citidina-5'-trifosfato 
CVB3 virus de Coxsackie B3 (coxsackievirus B3) 




DENV virus del dengue (denguevirus) 
dGDP 2'-desoxiguanosina-5'-difosfato  
dGTP 2’-desoxiguanosina-5'-trifosfato 
DMD G118D-V239M-G373D 
DMEM medio mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's modified 
eagle's medium) 
DMSO dimetil sulfóxido 












E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiaminotetraacetato 
EMSA ensayo de retardo en gel (electrophoretic mobility shift assay) 




FMDV virus de la fiebre aftosa (foot-and-mouth disease virus) 
FU 5-fluorouracilo 





G guanosina/guanosina-5’-monofosfato en un molde de RNA 
GDI genoma defectivo interferente 
GDP guanosina-5’-difosfato 
GMP guanosina-5’-monofosfato 
GST glutatión S-transferasa 
GTP guanosina-5’-trifosfato 
GuH hidrocloruro de guanidino 
HCV virus de la hepatitis C (hepatitis C virus) 






IMPDH inosín-monofosfato deshidrogenasa 
IPTG isopropil-!-D-1-tiogalactopiranósido 
IRES sitio interno de entrada de ribosomas (internal ribosome entry site) 
KAKA K18A-K20A 
LB caldo de lisogenia (lysogeny broth) 
LCMV virus de la coriomeningitis linfocitaria de ratón (lymphocytic 
choriomeningitis virus) 
m.d.i. multiplicidad de infección 
Mg++ catión de magnesio 




NLS señal de localización nuclear (nuclear localization signal) 
NTP ribonucleótido-5’-trifosfato 
oligo(dT15) oligonucleótido de 15 desoxitimidinas 
OPRT ororato fosforribosiltransferasa 
PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
PAM mutación puntual aceptada (point accepted mutation) 
PBS tampón fosfato salino (phosphate buffered saline) 
PCR reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 
PDB banco de datos de proteínas (protein data bank) 
PEI polietilendiamina 











PRPP fosforribosil pirofosfato 
PV poliovirus 
R ribavirina/ribavirina-5’-monofosfato incorporado en un molde de RNA 
r.p.m. revoluciones por minuto 
RdRP  polimerasa de RNA dependiente de RNA (RNA-dependent RNA 
polymerase) 
RMP ribavirina-5’-monofosfato 
RNA ácido ribonucleico (ribonucleic acid) 
RNAsin inhibidor de RNAsas 
RNP ribonucleoproteína 
RT retrotranscriptasa 
RT-PCR reacción de transcripción inversa seguida de amplificación por PCR 
(retrotranscriptase PCR) 
RTP ribavirina-5’-trifosfato 
SBF suero bovino fetal 
SDS  dodecil sulfato sódico (sodium dodecyl sulfate) 
Sn entropía normalizada de Shannon  
SSI P44S-P169S-M296I 
sym/sub sustrato simétrico (symmetrical/substrate) 
T 2’-desoxitimidina-5’-monofosfato  en un molde de DNA 
TLC cromatografía en capa fina (thin layer cromatography) 
TP timidín fosforilasa 
TS timidilato sintasa 
U uracilo/uridina-5’-monofosfato incorporado en un molde de RNA 
UK uridín kinasa 
UMP uridina-5’-monofosfato 









UTR región no codificante (untranslated region) 
VFA virus de la fiebre aftosa 
VIH virus de la inmunodeficiencia humana 
VPg proteína viral asociada al genoma (viral protein genome-linked) 
VSV virus de la estomatitis vesicular (vesicular stomatitis virus) 






Códigos de una y tres letras de los aminoácidos 
 
Alanina  Ala, A Leucina Leu, L 
Arginina  Arg, R Lisina Lys, K 
Ácido aspártico Asp, D Metionina Met, M 
Asparagina  Asn, N Fenilalanina Phe, F 
Cisteína  Cys, C Prolina Pro, P 
Ácido glutámico Glu, E Serina Ser, S 
Glicina  Gly, G Tirosina Tyr, Y 
Glutamina  Gln, Q Treonina Thr, T 
Histidina  His, H Triptófano Trp, W 
Isoleucina  Ile, I Valina Val, V 
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S U M M A R Y 
 1!
1 Summary 
 RNA virus populations consist of mutant spectra termed quasispecies. The 
large heterogeneity in quasispecies is influenced by high mutation rates, due to the low 
fidelity of the viral polymerase (RNA dependent RNA polymerase or RdRP). The 
RdRPs polymerize with copy fidelity close to a theoretical error threshold, above which 
there is a loss of genetic information. Infringement of this threshold by increasing the 
error rate is known as entry into error catastrophe and can be driven by the use of 
mutagenic agents. This antiviral strategy is termed lethal mutagenesis. The main 
objective of this PhD thesis is to characterize the viral determinants that are involved in 
sensitivity of foot-and-mouth disease virus (FMDV) to mutagenic agents. 
 FMDV belongs to the family Picornaviridae, a group of positive single stranded 
RNA viruses associated with a large number of human and animal diseases. Ribavirin 
(R) and 5-fluorouracil (FU) are mutagenic for FMDV. Passaging FMDV in the presence 
of R or FU resulted in the selection of escape mutants. Here, we characterize the 
mutants containing the substitutions G62S and M296I in protein 3D (FMDV's 
polymerase) that are involved in R resistance, as well as the mutant containing the 
substitution V173I in 3D, selected upon treatment with FU. In vitro studies with purified 
polymerases have shown that these 3D substitutions confer an altered capacity to use 
the nucleotide analogues as substrates, as compared with the wild-type (wt) enzyme. 
Substitution V173I helps to correct the unbalanced mutational bias observed in the 
presence of FU, presumably by modulating nucleotide incorporation parameters. In 
addition, 3Ds with substitutions in residues 18 and 20 showed a highly impaired RNA 
binding and a surprising increased capacity to use ribavirin-triphosphate (RTP) as 
substrate. These studies led to the identification of a fidelity determinant at position 
M16, located in a key position for recognition of incoming nucleotides. 
 Also, we have expressed and purified a truncated form of FMDV 2C, a viral 
protein also involved in sensitivity to mutagenic agents. In this PhD thesis we show that 
2C helps to unwind double stranded DNA in an ATP-independent manner. This result 
can help to unveil the role of 2C in viral replication and the molecular mechanisms by 
which 2C confers decreased sensitivity to lethal mutagenesis. 
!2!
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2.1 Virus RNA y variabilidad genética. Cuasiespecies víricas 
 Los virus son entidades biológicas con capacidad replicativa pero carentes de  
metabolismo, de modo que dependen de la célula para perpetuarse. Por este motivo 
se comportan como parásitos moleculares, dando lugar a la infección. El material 
genético de los virus puede ser DNA o RNA. 
2.1.1 Variabilidad genética de las poblaciones de virus RNA 
 Los virus RNA se caracterizan por poseer una elevada variabilidad y 
heterogeneidad genética que les confiere una gran capacidad adaptativa (Biebricher & 
Domingo, 2007; Domingo et al., 2012). Las poblaciones de virus RNA deben su alta 
variabilidad genética principalmente a altas tasas de error durante la replicación viral 
(Batschelet et al., 1976; Castro et al., 2005; Domingo et al., 1978; Drake, 1991; Drake 
& Holland, 1999), recombinación (Agol, 2006; Agol, 2010; Gallei et al., 2004; Mikkelsen 
& Pedersen, 2000; Simmonds, 2010), reordenamientos genéticos (Greenbaum et al., 
2012; Stincarelli et al., 2013; Webster, 1999; Zimmer & Burke, 2009) y ausencia de 
mecanismos de reparación celulares (Friedberg et al., 2006). 
 Numerosas enfermedades de importancia médica, veterinaria y agroalimentaria 
están causadas por virus con genoma de RNA. El control de dichas enfermedades se 
ve gravemente dificultado por la variabilidad genética de los virus RNA, que permite la 
rápida selección de mutantes de escape a la respuesta inmune del hospedador, a 
compuestos antivirales y a RNAs interferentes entre otras fuerzas selectivas 
(Baranowski et al., 2003; Domingo et al., 2012; Melnick et al., 1961). La aparición de 
resistencia supone uno de los grandes desafíos para el tratamiento de enfermedades 
víricas, por lo que nuevas estrategias antivirales han de ser exploradas. 
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2.1.2 Cuasiespecies víricas 
 Las elevadas tasas de error, los tiempos de replicación cortos y el elevado 
tamaño poblacional hacen que las poblaciones de virus RNA consistan en espectros o 
nubes de mutantes conocidos como cuasiespecies víricas (Domingo et al., 1978; 
Domingo et al., 2012; Eigen, 1993; Holland et al., 1982; Manrubia et al., 2005; Nowak, 
1992). Los mutantes de una cuasiespecie están sometidos a un continuo proceso de 
variación genética, competición y selección. 
 El término cuasiespecie surgió del modelo teórico que Manfred Eigen y Peter 
Schuster propusieron para explicar la estructura poblacional y adaptabilidad de 
replicones de RNA en un posible escenario del origen de la vida (Biebricher & Eigen, 
2006; Eigen, 1971; Eigen & Biebricher, 1988; Eigen & Schuster, 1979). El fago Qß, el 
virus de la fiebre aftosa (VFA) y el virus de la estomatitis vesicular (VSV) sirvieron 
como modelos iniciales para demostrar la organización de poblaciones víricas en 
estructura de cuasiespecies (Domingo et al., 1980; Domingo et al., 1978; Holland et 
al., 1982; Sobrino et al., 1983). Desde entonces, la teoría de cuasiespecies se ha 
aplicado también a ciertos virus DNA (Ge et al., 2007), bacterias (Webb & Blaser, 
2002), priones (Weissmann et al., 2011) y a cáncer (Fox & Loeb, 2010; Sole & 
Deisboeck, 2004). 
 Una cuasiespecie está representada por una secuencia consenso, que es un 
promedio de todos los genomas de la población, y un espectro o nube de mutantes 
(Figura 2.1). La secuencia consenso puede no estar presente en la población. Una 
cuasiespecie suele estar dominada por una secuencia maestra, que es aquella que 
presenta un mayor grado de eficacia biológica (Biebricher & Eigen, 2006). Los 
componentes de los espectros de mutantes pueden interaccionar entre sí positiva 
(complementación) o negativamente (interferencia), de modo que la eficacia biológica 
de una cuasiespecie generalmente no se corresponde con la eficacia media de sus 
componentes. Estas, y otras evidencias experimentales sugieren que la población viral 
en su conjunto se comporta como una unidad de selección (Domingo et al., 2012). 




2.2 Catástrofe de error y mutagénesis letal 
 Predicciones teóricas apoyadas por datos experimentales sugieren que las 
cuasiespecies replican con unas tasas de error cercanas a un umbral de error (Figura 
2.2) para el mantenimiento de la información genética de forma estable (Eigen, 2002; 
Eigen & Biebricher, 1988; Sierra et al., 2000). El umbral de error depende del grado de 
adaptación de la población al ambiente en el que se encuentra y a la complejidad de la 
información contenida en el genoma. A la pérdida de infectividad por superación del 
umbral de error se le denomina extinción por entrada en catástrofe de error (Figura 
2.2). Las poblaciones virales que replican con una fidelidad de copia por encima del 
umbral de error están sometidas a una selección negativa sin posibilidad de escape. 
Antes de alcanzar esta intensidad mutagénica, un menor número de mutaciones 
acumuladas en componentes de la cuasiespecie puede dar lugar a genomas 
defectivos interferentes (GDI) (Martin et al., 2010; Perales et al., 2007). Los GDI que 
 
Figura 2.1 Esquema representativo de una cuasiespecie y de la influencia del tamaño poblacional 
en la eficacia biológica. En el centro se representa un espectro de mutantes, donde cada línea se 
corresponde con un genoma y cada símbolo con una mutación. Al someter esta población a un cuello de 
botella poblacional (parte izquierda de la figura, líneas discontínuas), hay una pérdida de eficacia biológica. 
Esta desventaja es consecuencia de una disminución de la complejidad de la cuaisiespecie, con la fijación 
de mutaciones aleatorias que quedan reflejadas en la secuencia consenso de la población (línea situada 
debajo de cada distribución de genomas). Cuando la población replica con un gran tamaño poblacional en 
un ambiente constante, suele haber ganancia de eficacia biológica como consecuencia de un proceso de 
competición y selección, sin estar necesariamente reflejado en la secuencia consenso. La probabilidad de 
fijar mutaciones que aumenten la eficacia biologica del virus es también mayor en poblaciones grandes, con 


















mantienen su capacidad replicativa pueden interferir con el ciclo infectivo del resto de 
la cuasiespecie (Perales et al., 2007). A la contribución de GDI en la extinción de virus 
se le denomina defección letal (Grande-Pérez et al., 2005b). Las bases moleculares de 
la extinción de virus por mutagénesis incrementada es un activo campo de 
investigación. En nuestro laboratorio, el modelo al que hemos llegado a partir de datos 
experimentales con varios virus RNA y un modelo teórico desarrollado por la Dra. 
Susanna Manrubia (CAB, CSIC-INTA) es que la extinción se produce en dos fases. 
Una primera fase está dominada por la defección letal, cuando la intensidad 
mutagénica aplicada es baja o el agente mutagénico ha tenido un tiempo limitado de 
actuación. Una segunda fase ocurre con intensidades mutagénicas elevadas que dan 
lugar a un número creciente de mutaciones altamente deletéreas o letales (Grande-
Pérez et al., 2005b). Un estudio reciente con el VFA ha revelado que incluso los virus 
más viables durante un proceso de mutagénesis (capaces de plaquear y producir 
progenie clonal) sufren una bajada en su nivel de aptitud biológica (Arias et al., 2013).  
 Se han empleado agentes mutagénicos específicos de virus para conducir a 
virus RNA a la extinción por entrada en catástrofe de error, principalmente análogos de 
nucleótido (Grande-Pérez 
et al., 2005b). A esta 
estrategia antiviral se le 
ha denominado 
mutagénesis letal (Loeb et 
al., 1999). La transición 
hacia la extinción de virus 
por mutagénesis letal va 
acompañada de 
descensos de infectividad 
específica (el cociente 
entre la infectividad y la 
cantidad de RNA vírico) y 
de un aumento de la 
complejidad del espectro 
de mutantes, sin 
necesariamente alterar la secuencia consenso de la cuasiespecie (Crotty et al., 2001; 
Crotty et al., 2000; González-López et al., 2005; Grande-Pérez et al., 2005a). El 
tratamiento con agentes mutagénicos puede dar lugar a la selección de mutaciones de 
Figura 2.2 Esquema de la entrada en catástrofe de error por 
mutagénesis letal. El umbral de error está representado con una 
línea de puntos que marca la cantidad de mutaciones/secuencia que 
la población puede contener antes de dar lugar a una distribución de 
secuencias aleatorias (pérdida de información genética). El 
tratamiento con agentes mutagénicos conduce a la cuasiespecie 
más allá del umbral de error (mutagénesis letal) y la población entra 
en catástrofe de error. La entrada en catástrofe de error implica la 
aparición de genomas defectores (cuando la mutagénesis es menor) 
y de genomas letales (mutagénesis más intensa). 
Umbral de error










Población normal Población mutagenizada
mutagénesis letal
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resistencia a análogos de nucleósido (Agudo et al., 2010; Pfeiffer & Kirkegaard, 2003; 
Sierra et al., 2007). Estas mutaciones pueden acabar imponiéndose en la secuencia 
consenso de la cuasiespecie, aumentando la eficacia biológica del virus en presencia 
del mutágeno. Uno de los objetivos principales de nuestro laboratorio es la aplicación 
de la mutagénesis letal al control de virus patógenos. 
2.3 El virus de la fiebre aftosa 
 El VFA pertenece al género Aphthovirus de la familia Picornaviridae. Dentro de 
los picornavirus encontramos virus de importancia biomédica como el virus de la 
poliomielitis (PV), el virus de la hepatitis A o el virus del resfriado común. Como el 
resto de picornavirus, el VFA presenta un genoma de RNA de cadena sencilla y 
polaridad positiva de ~8 kb. El virión, de ~30 nm, tiene una cápsida de simetría 
icosaédrica compuesta de 60 protómeros y sin envuelta lipídica (Figura 2.3). 
 El VFA es el agente etiológico de la fiebre aftosa o glosopeda (Loeffler & 
Frosch, 1897). Fue descrita por primera vez en el siglo XVI y afecta a animales 
artiodáctilos o de pezuña hendida, que incluye animales importantes en ganadería. Se 
caracteriza por la aparición de lesiones vesiculares (aftas) en pezuñas, boca y ubres, 
acompañadas de fiebre y debilitación. La fiebre aftosa es altamente contagiosa y 
produce altas tasas de morbilidad (Brown, 2004; Rowlands, 2003), lo que causa 
grandes pérdidas económicas (Knowles et al., 2001; OIE; Sutmoller et al., 2003; Yang 
et al., 1999). 
 La alta variabilidad genética del VFA repercute en una gran diversidad 
antigénica que llevó a clasificar al VFA en 7 serotipos: A, O, C, Asia1, SAT1, SAT2 y 
SAT3, que a su vez se subdividen en numerosos subtipos y variantes (Mateu et al., 
1988). En nuestro laboratorio hemos empleado como virus de referencia un clon 
biológico aislado de cerdo en Santa Pau (Girona) en 1970 (Sobrino et al., 1983). Dicho 
clon biológico se denomina C-S8c1 y pertenece al subtipo europeo C1 dentro del 
serotipo C. 
 El genoma del VFA C-S8c1 tiene 8115 nucleótidos, sin contar los tramos 
homopoliméricos de policitidilato y poliadenilato, variables en longitud (Toja et al., 
1999). La región codificante comprende los núcleotidos 1039-8023 y posee un único 
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marco de lectura abierto que codifica una sola poliproteína. Flanqueando la región 
codificante se encuentran dos regiones no codificantes cuyas estructuras secundarias 
y terciarias componen elementos reguladores: la región 5’UTR, de 1038 nucleótidos 





























Figura 2.3 Organización genómica y cápsida del 
VFA. (A) El genoma de VFA se organiza en una región 
codificante de la poliproteína viral flanqueada por dos 
regiones no codificantes, 5’UTR y 3’UTR. Mediante el 
procesamiento de la poliproteína viral se genera una 
proteína L, las proteínas estructurales (región P1), que 
incluyen las proteína de la cápsida VP4, VP2, VP3 y VP1 
(1A, 1B, 1C y 1D en la figura) y las proteínas no 
estructurales (regiones P2 y P3), que incluyen las 
proteínas 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C y 3D. El péptido VPg 
(3B) está unido covalentemente al extremo 5’ del genoma 
viral. (B) Secuencia y estructura secundaria de la región 
del VFA que contiene el elemento cre y el IRES. Los 
nucleótidos dentro del recuadro en el bucle del elemento 
cre son los que hacen de molde para la uridilación de VPg 
por 3D. Se muestran los dominios 1 a 5 del IRES. No se 
aprecia la estructura del dominio 1 del IRES, pues 
colocaliza con el elemento cre. Imagen tomada de Mason 
et al 2002. (C) Estructura tridimensional de la cápsida del 
VFA basada en datos cristalográficos (Acharya et al., 
1989) (Protein Data Bank: 1BBT). 
I N T R O D U C C I Ó N 
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2.4 La polimerasa de VFA 
 El RNA genómico del VFA es copiado por la proteína viral 3D, una polimerasa 
de RNA dependiente de RNA (RdRP). Al igual que otras polimerasas, la proteína 3D 
se pliega de tal forma que su estructura espacial recuerda a la forma de una mano 
derecha, con tres subdominios principales denominados palm, fingers y thumb. A 
diferencia de las polimerasas de DNA, las RdRP presentan un subdominio adicional 
conocido como fingertips. Este subdominio, localizado en el extermo N-terminal, ancla 
el subdominio fingers al subdominio palm, restringiendo la movilidad entre estos 
subdominios 
[conformación de 
mano derecha cerrada 
(Ferrer-Orta et al., 
2009; Ferrer-Orta et 
al., 2004)]. 
 La estructura 
tridimensional de 3D, 
tanto aislada como 
unida a una molécula 
de RNA molde-
iniciador (Figuras 2.4 y 
2.5 respectivamente), 
se resolvió en el 
laboratorio de la Dra. 
Nuria Verdaguer 
(IBMB, CSIC) en 
colaboración con 
nuestro grupo (Ferrer-
Orta et al., 2004). En 
dicha estructura se 
pueden distinguir los siguientes subdominios y motivos: 
 Subdominio fingertips: Compuesto por los residuos del 1 al 57. No contiene 
ningún motivo funcional descrito, pero los residuos R17 y K20 interaccionan con RNA 
Figura 2.4 Estructura tridimensional de la polimerasa del VFA en 
ausencia de molde. Representación en forma de lazos en la que se 
puede observar la estructura en mano derecha típica de las polimerasas 
de ácidos nucléicos. Se pueden diferenciar los subdominio palm, fingers, 
thumb y fingertips. Los motivos funcionales de la polimerasa también se 
muestran en colores: motivo A (rojo), motivo B (verde), motivo C 
(amarillo), motivo D (púrpura), motivo E (azul), motivo F (naranja) y motivo 







(Figura 2.6). Esta zona incluye una señal de localización nuclear (NLS) (Sanchez-
Aparicio et al., 2013) y ha sido objeto de estudio en la presente tesis doctoral por su 
posible implicación en el reconocimiento de nucleótidos (apartado 5.3 de Resultados). 
 Subdominio fingers: Compuesto por los residuos 58-207 y 249-302, contiene el 
motivo F (residuos 159-183) implicado en unión al nucleótido, y el motivo G (residuos 
110-128) que está en la zona de entrada del molde (Gorbalenya et al., 2002). El 
motivo F forma un túnel cargado positivamente, y en él se han mapeado las 
sustituciones de resistencia a análogos de nucleótido P169S y V173I, caracterizadas 
en esta tesis doctoral. Adicionalmente, al motivo F se le ha atribuido una posible 
implicación en separación de hebras complementarias de RNA (Bruenn, 2003). 
 
 Subdominio palm: Compuesto por los residuos 208-248 y 303-343. En este 
subdominio se encuentra el centro catalítico de todas las polimerasas de ácidos 










Figura 2.5 Estructura tridimensional de 
la polimerasa del VFA en complejo con un 
molde de RNA, vista desde distintos 
ángulos. Representación en forma de lazo 
de 3D cocristalizada con una molécula de 
RNA parcialmente autocomplementaria de 10 
nucleótidos, de secuencia 5’-
GCAUGGGCCC-3’, denominada sym/sub UA 
(Figura 4.2 de Materiales y Métodos). En rojo 
se muestra la cadena molde y en azul la 
cadena cebadora. Se muestran los ácidos 
aspárticos catalíticos. Envolviendo la 
representación en forma de lazo se muestra 
la superficie que ocupa la proteína. 
I N T R O D U C C I Ó N 
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(motivo C) y D245 (motivo A) (Figuras 2.5 y 2.6). En el subdominio palm se encuentran 
los motivos conservados A, B, C, D y E (Bruenn, 2003; Chen & Wang, 2002; Ferrer-




Los motivos A y B juegan un papel de unión y reconocimiento del nucleótido entrante; 
el motivo C fundamentalmente lleva a cabo la catálisis de la transferencia nucleotídica; 
el motivo D conforma un bucle flexible que, no solo mantiene los motivos A y B en una 
posición adecuada, sino que además contiene en el residuo 353 una lisina que protona 
el grupo pirofosfato liberado durante la reacción de transferencia nucleotídica, 
acelerando la catálisis (Castro et al., 2009; Yang et al., 2012); el motivo E es 
importante para la fijación del cebador de RNA. Cabe mencionar el bucle ß9-!11, que 
· · · · · · ·
· · · · · · · ·
· · · · · · · ·
· · · · · · ·
· · · · · · ·
· · · · · ·
F
A
B C D E
ß1 ß2
ß3 ß4
ß5 ß6 ß7 ß8
ß9













Figura 2.6 Alineamiento de la secuencia aminoacídica de 3D del VFA frente a PV. Alineamiento 
realizado con el servidor informático ClustalW2 entre la secuencia de aminoácidos de la proteína 3D de 
poliovirus y la secuencia de 3D del VFA empleada en nuestro laboratorio. Los residuos idénticos entre 
ambas secuencias se muestran en cajas azules. Se indican las estructuras secundarias de 3D del VFA, 
así como los motivos funcionales conservados A, B, C, D, E, F y G, que se muestran con los mismo 
colores de la figura 2.4. Además se muestran los residuos de aspártico catalíticos (asteriscos rojos), 
residuos que interaccionan con el RNA (círculos púrpuras) y residuos que interaccionan con el NTP 
(cuadrados amarillos) (Ferrer-Orta et al., 2004). 
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precede al motivo B, dado que su flexibilidad juega un papel importante en el 
reconocimiento de nucleótidos y en el correcto posicionamiento del azúcar en el 
bolsillo de unión a ribosa (Ferrer-Orta et al., 2007; Ferrer-Orta et al., 2010). En este 
bucle mapea la mutación de resistencia a ribavirina M296I (Sierra et al., 2007). 
 Subdominio thumb: Comprende los residuos 404-470. Es la región más diversa 
en las RdRP de estructura conocida (Lescar & Canard, 2009) (ver también figura 2.6). 
Inicio de la replicación 
El inicio de la replicación del RNA del VFA tiene lugar con la uridilación del 
péptido VPg por parte de la proteína 3D. Durante este proceso, el péptido VPg ocupa 
la cavidad central de la polimerasa y actúa como cebador para la adición sucesiva de 
dos moléculas de UMP sobre la Tyr-3 de VPg (Figura 2.7). La Tyr-3 estaría 
posicionada de tal manera que imita al 3’-hidroxilo libre de un cebador en el centro 
activo de 3D, de tal forma que se ha observado al grupo hidroxilo de Tyr-3 unido 













Figura 2.7 Uridilación de VPg. (A) Modelo del inicio de 
la replicación en poliovirus: 2 moléculas de 3C o 3CD se 
unen al elemento cre. La isomerización del complejo 
permite que se abra la horquilla, quedando expuesta la 
región que sirve de molde para la uridilación. La unión de 
3D al complejo es facilitada por las interacciones con 3CD 
(o 3C). El péptido VPg se une a 3D por el canal de entrada 
del RNA. En presencia de UTP, el grupo hidroxilo del 
residuo Tyr-3 de VPg se uridila. Un mecanismo de 
deslizamiento (slide-back) hace que la VPg monouridilada 
(VPg-pU) pueda volver a uridilarse. El complejo replicativo 
es translocado al poli(A) de 3’ para comenzar el copiado 
del genoma de PV (basado en Pathak et al., 2007). (B) 
Estructura tridimensional de la polimerasa del VFA en 
complejo con el péptido VPg (verde), covalentemente unido 
a través del aminoácido Tyr-3 (la cadena lateral ha sido 
representada) a una molécula de UMP (rojo). PDB: 2F8E 
(Ferrer-Orta et al., 2006a). El mecanismo de uridilación de 
VPg en VFA parece similar al de PV. 
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Como molde de dicha reacción, 3D emplea el bucle del elemento cre, situado en el 
5’UTR del VFA (Figura 2.3) y la reacción de uridilación es estimulada por la proteína 
3CD (Nayak et al., 2005). Tras el copiado del RNA genómico, el péptido VPg 
permanece covalentemente unido al extremo 5’ del RNA.  
 Elongación de RNA 
 La elongación del RNA viral por la polimerasa consiste en una sucesión de 
reacciones de transferencia nucleotídica mediadas por un ataque nucleofílico del 
fosfato ! del nucleótido entrante (NTP) por parte del 3’-OH del extremo del cebador. 
Así, se forma un nuevo enlace fosfodiéster, con la consiguiente liberación de un grupo 
pirofosfato. 
 El primer paso de un mecanismo cinético mínimo para la adición de un 
nucleótido por parte de la proteína 3D del VFA sería la unión de la enzima libre ºE al 
RNA (Rn), para formar el complejo ºERn, que pasa a activarse lentamente (ERn) y está 
definido por la kassembly. ºE puede ser inactivada térmicamente (X) a una velocidad dada 
por kinact. Una vez está formado el complejo 3D-RNA activo, tiene lugar la entrada de 
un nucleótido. La constante de afinidad de la polimerasa por dicho nucleótido Kd,app 
condicionará la unión del nucleótido en el centro activo de la polimerasa para su 
posterior incorporación al cebador de RNA. La constante kpol gobierna la catálisis de la 
transferencia nucleotídica y liberación del grupo pirofosfato (PPi). El complejo de 
elongación puede disociarse a una velocidad dada por koff. Los principales productos 
intermedios y constantes cinéticas relevantes pueden representarse del siguiente 




 Las RdRPs víricas se caracterizan por presentar fidelidad de copia baja. La 
fidelidad de copia viene determinada por la proporción de incorporaciones correctas 
que una polimerasa puede introducir durante la replicación de un ácido nucleico: 
cuanto más fiel es una enzima, menor número de errores comete por nucleótido 
copiado. Una mínima fidelidad de copia es necesaria para mantener información 
genética durante generaciones sucesivas. Sin embargo, un aumento de la tasa de 
mutación permite un aumento de la diversidad genética que favorece la adaptabilidad. 
kinact
ºE + Rn ºERn ERn + NTP ERnNTP ERn+1 + PPi
E + Rn E + Rn+1X
kassembly Kd,app kpol
koff,ERn+1 koff,ERn 
Figura 2.7 Uridilación de VPg. (A) Modelo 
del inicio de la replicación en poliovirus: 2 
moléculas de 3C o 3CD se unen al elemento 
cre. La isomerización del complejo permite que 
se abra la horquilla, quedando expuesta la 
región que silve de molde para la uridilación. La 
unión de 3D al complejo es facilitada por las 
interacciones con 3CD (o 3C). El péptido VPg 
se une a 3D por el canal de entrada del RNA. 
En presencia de UTP, el grupo hidroxilo del 
residuo Tyr-3 de VPg se uridila. Un mecanismo 
de deslizamiento (slide-back) hace que la VPg 
monouridilada (VPg-pU) pueda volver a 
uridilarse. El complejo replicativo es translocado 
al poli(A) de 3’ para comenzar el copiado del 
genoma de PV. (B) Estructura tridimensional de 
la polimerasa del VFA en complejo con el 
péptido VPg (verde), covalentemente unido a 
través del aminoácido Tyr-3 (la cadena lateral 
ha sido representada) a una molécula de UMP 
(rojo). PDB: 2F8E. 
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Se ha observado una correlación entre la longitud del genoma y la tasa de mutación 
(Gago et al., 2009).  
 Los virus RNA presentan tasas de mutación elevadas (10-3-10-5 errores por 
nucleótido copiado), órdenes de magnitud por encima de las que tienen lugar durante 
la replicación del DNA de organismos superiores (10-8-10-11 errores por nucleótido 
copiado) (Domingo et al., 2012; Friedberg et al., 2006). La alta tasa de mutación 
permite a las poblaciones de virus RNA adoptar estructura de cuasiespecies virales 
(apartado 2.1). La baja fidelidad de copia de las polimerasas de virus RNA se debe en 
parte a la ausencia de actividad exonucleasa 3’"5’ correctora de errores (Steinhauer 
et al., 1992). No obstante, actividades exonucleasa de RdRP sobre nucleótidos 
incorporados de forma incorrecta han sido descritas para coronavirus (Bouvet et al., 
2012; Denison et al., 2011; Smith et al., 2013) y para HCV (Jin et al., 2013). 
2.5 Proteína 2C 
 La proteína 2C es multifuncional, aunque su papel principal en el ciclo infectivo 
de picornavirus aún no está claro. Alineamientos de secuencia colocan a la proteína 
2C dentro de la familia 3 de helicasas pertenecientes a la superfamilia de ATPasas 
AAA+ (Gorbalenya & Koonin, 1988; Gorbalenya et al., 1988; Gorbalenya et al., 1990). 
Esta clasificación se debe a la presencia de los motivos conservados Walker A y 
Walker B, característicos de enzimas que unen e hidrolizan NTPs, y al motivo C, típico 
de las proteinas AAA+ (ATPasas asociadas con varias actividades celulares) de la 
superfamilia 3 de helicasas (Walker et al., 1982). 
El motivo Walker A (GXXXXGKS, donde X puede ser cualquier aminoácido, siendo 
en 2C del VFA 110GKSGQGKS117; Figura 2.8), está implicado en la unión del nucleótido 
de purina a través de los grupos fosfato. El motivo Walker B se define por 2 residuos 
de ácido aspártico (o D) precedidos por un tramo de aminoácidos hidrofóbicos 
(156VVVMDD161 en el VFA; Figura 2.8) y se une al átomo de Mg2+ necesario para 
catalizar la escisión del fosfato-# del NTP (Gorbalenya et al., 1990; Walker et al., 
1982). El motivo C se caracteriza por un residuo de asparragina (N) al final de un 
tramo de residuos hidrofóbicos (202IIATTN207 en el VFA; Figura 2.8). 




 Además de estos motivos conservados se han identificado regiones capaces 
de interaccionar con RNA, localizadas en los extremos N- y C- terminal (Rodriguez & 
Carrasco, 1995) (Figura 2.9.A) y se ha demostrado la unión de la 2C al RNA (Bienz et 
al., 1990; Rodriguez & Carrasco, 1993). 
 Según predicciones de la estructura de 2C el extremo N-terminal conformaría 
una hélice anfipática implicada en unión a membranas (Figura 2.9.A) (Echeverri et al., 
1998; Echeverri & Dasgupta, 1995; Paul et al., 1994; Teterina et al., 1997). 2C forma 
oligómeros de 6 unidades con simetría hexagonal característicos de las ATPasa AAA+ 
(Adams et al., 2009; Papageorgiou et al., 2010; Sweeney et al., 2010) (Figura 2.9.B). 
Para la hexamerización de 2C del VFA es necesaria la presencia de ATP y RNA. La 
actividad ATPasa de 2C depende de un mecanismo coordinado entre los monómeros 
del hexámero (Sweeney et al., 2010).  
 Se han demostrado varios papeles de 2C y de su precursor 2BC en la 
replicación del RNA. Interaccionan con 3AB (Yin et al., 2007), 3C (Banerjee et al., 
2004) y con el extremo 3’ del RNA viral (Banerjee & Dasgupta, 2001). 2C es necesaria 
para la uridilación de VPg (Lyons et al., 2001), interacciona con la beclina1, un 
regulador celular de la ruta autofágica, que afecta a la eficacia de la replicación del 
VFA (Gladue et al., 2012), y participa en encapsidación (Vance et al., 1997; Verlinden 
et al., 2000) y desencapsidación del virión (Li & Baltimore, 1990). 
A
· · · · · · ·
· · · · · · · ·
· · · · · · · ·










Figura 2.8 Alineamiento de la secuencia aminoacídica de 2C de VFA Cs8c1 y PV. Alineamiento 
realizado con el servidor informático ClustalW2. Los residuos idénticos entre ambas secuencias se 




2C tiene actividad ATPasa y GTPasa in vitro, tal y como predicen los motivos 
funcionales (Klein et al., 1999; Mirzayan & Wimmer, 1994; Pfister & Wimmer, 1999; 
Rodriguez & Carrasco, 1993; Samuilova et al., 2006; Sweeney et al., 2010). Dicha 
actividad requiere la oligomerización de la proteína 2C (Adams et al., 2009; Sweeney 
et al., 2010) y su función es desconocida.  
A pesar de que la proteína 2C está enmarcada dentro de la superfamilia 3 de 
las helicasas, no se ha demostrado hasta la fecha esta actividad para ningún miembro 
de la familia Picornaviridae. Sin embargo, recientemente se ha descrito para la 
proteína 2C del virus de Ectropis Oblicua (EoV; género Iflaviridae, orden 
Picornavirales) un mecanismo independiente de hidrólisis de ATP de separación de las 
hebras del RNA de doble banda (Cheng et al., 2013). En la presente tesis doctoral se 
describe un proceso de separación de doble banda de DNA que no necesita de 
hidrólisis de ATP. Este mecanismo, que coincidiría con el de una chaperona de ácidos 
nucleicos, es similar al descrito para la 2C del virus de Ectropis Oblicua. 
Tras la infección por picornavirus se produce una reorganización de las 
membranas celulares que facilitan el ensamblaje de la maquinaria de replicación del 
virus y permite la protección del RNA viral (Miller & Krijnse-Locker, 2008). La proteína 
2C gracias a una hélice amfipática en su extremo N-terminal, es capaz de unirse a 
membranas y contribuir a formar el complejo de replicación (Bienz et al., 1990; 
Kirkegaard & Semler, 2010). La presencia de la hélice anfipática en 2C supone un 















Figura 2.9 Organización de la proteína 2C de poliovirus 
y micrografía de un hexámero de 2C del VFA. (A) Se 
representan los dominios funcionales que han sido descritos 
para la proteína 2C de PV y los motivos conservados entre los 
miembros de la superfamilia 3 de helicasas. Los números 
indican la posición de los aminoácidos relevantes. (B) Imagen 
obtenida con microscopio electrónico de la proteína 2C del 
VFA, expresada sin la hélice anfipática del N-terminal y que 
contiene la sustitución N207A. La 2C se encuentra formando 
anillos hexaméricos en presencia de ATP y RNA. Imagen 
tomada de Sweeney et al. 2010. 
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colaboradores (2010) delecionaron los primeros 33 residuos de la proteína 2C del VFA 
correspondientes a dicha hélice. La proteína truncada incrementó considerablemente 
su solubilidad sin perder su actividad ATPasa y manteniendo la formación de 
hexámeros. Este abordaje fue repetido en nuestro laboratorio tal y como se describe 
en el apartado 4.17.2. 
 Distintas mutaciones en la proteína 2C han sido seleccionadas tras el 
tratamiento con inhibidores de la replicación, como cloruro de guanidinio (GuH) 
(Baltera & Tershak, 1989; Barton & Flanegan, 1997; Belsham & Normann, 2008; de la 
Torre et al., 1990; Pariente et al., 2003; Pincus et al., 1986; Pincus & Wimmer, 1986; 
Saunders & King, 1982; Saunders et al., 1985; Teterina et al., 2001), a benzoimidazol 
o a ambos compuestos (De Palma et al., 2008; Hadaschik et al., 1999; Klein et al., 
2000; Shimizu et al., 2000). 
 En nuestro laboratorio se seleccionó la mutación I248T en 2C tras el 
tratamiento continuado con ribavirina del mutante SSI (un mutante triple con las 
sustituciones P44S, P169S y M296I en 3D que resiste a la acción mutagénica de la 
ribavirina; ver apartado 2.6). Dicha mutación, seleccionada anteriormente en 
poblaciones del VFA tratadas con GuH (Pariente et al., 2003) y virus adaptados a 
ratón (Sanz-Ramos et al., 2008), es capaz de modular los tipos de transiciones 
introducidas por la proteína 3D. Esta distribución más balanceada de los tipos de 
transiciones permitió al VFA sobrevivir al efecto mutagénico de altas concentraciones 
de ribavirina, a pesar de que la tasa de mutación en estas condiciones era elevada 
(Agudo et al., manuscrito en preparación). 
2.6 Ribavirina 
 La ribavirina (1-ß-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida) es un análogo 
de purinas con acción antiviral de amplio espectro (Figura 2.10) y aprobada para su 
uso en humanos. En la actualidad, la ribavirina  se emplea para el tratamiento de 
infecciones del virus de la hepatitis C [en combinación con interferón-! o su derivado 
pegilado (Cummings et al., 2001; Davis et al., 1998; McHutchison et al., 1998)], del 




 La ribavirina es administrada como nucleósido, pero una serie de reacciones 
intracelulares de fosforilación la convierten en el nucleósido trifosfato (RTP) que sirve 
como sustrato para la polimerasa del virus (Figura 2.11). La adenosina kinasa fosforila 
la ribavirina para convertirla en ribavirina-5’-monofosfato (RMP) (Willis et al., 1978), 
aunque otras enzimas pueden también estar implicadas (Wu et al., 2005). La RMP es 
un inhibidor de la inosín monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) (Balzarini et al., 1993; 
Lowe et al., 1977). Reacciones sucesivas catalizadas por nucleósido mono y bifosfato 
kinasas dan lugar a ribavirina-5’-trifosfato 
(Gallois-Montbrun et al., 2003). Pocas horas 
después del tratamiento con concentraciones 
de ribavirina equivalentes a dosis 
farmacológicas relevantes (10-100 !M) los 
valores de RTP intracelular alcanzan 
concentraciones similares a las de ATP y GTP 
en condiciones fisiológicas (>100 !M) (Page & 
Connor, 1990).  
 La actividad antiviral de la ribavirina fue documentada por primera vez en 1973 
(Streeter et al., 1973). Desde entonces se ha observado efecto antiviral ante un gran 
número de virus [revisado en (Graci & Cameron, 2006)]. Se han identificado distintos 
mecanismos implicados en la acción de ribavirina frente a virus RNA. 
 El primer mecanismo antiviral propuesto para la ribavirina fue la inhibición de la 

































Figura 2.11 Metabolismo de la ribavirina. La ribavirina es fosforilada por la adenosina kinasa (AK) y 
mediante dos fosforilaciones más, se convierte en ribavirina trifosfato (RTP), que puede ser incorporada 
en el RNA. La forma monofosfato de la ribavirina (RMP) inhibe la inosín monofosfato deshidrogenasa 
(IMPDH), reduciendo la cantidad de GTP (líneas discontinuas).  
 Figura 2.10 
Estructura química 
de la ribavirina (R), 
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compite con el inosín monofosfato, sustrato natural de la IMPDH (Figura 2.11), 
generando reducciones de hasta 5 veces en los niveles de GTP intracelular (Balzarini 
et al., 1993; Lowe et al., 1977; Sintchak & Nimmesgern, 2000; Zimmerman & 
Deeprose, 1978). El desbalance en los niveles de nucleótidos ocasionado por RMP 
afectan a la síntesis de RNA. Adicionalmente, el descenso de GTP intracelular puede 
favorecer la incorporación de núcleotidos erróneos en lugar de GMP durante los 
procesos replicativos e inducir el uso de RTP como sustrato anómalo (Airaksinen et 
al., 2003; Stuyver et al., 2002). 
 Además de un posible efecto mutagénico por desbalance en los niveles de 
nucleótidos intracelulares, la ribavirina, en su forma nucleotídica, puede ser 
incorporada durante la síntesis del RNA por polimerasas víricas (Crotty et al., 2001; 
Crotty et al., 2000; Day et al., 2005; Freistadt et al., 2004; Lanford et al., 2001; 
Severson et al., 2003; Sierra et al., 2007). Dado que su estructura mimetiza tanto la 
adenosina como la guanosina, la RMP puede ser incorporada en vez de AMP o GMP, 
dando lugar a un aumento de la frecuencia de mutación del virus (Figura 2.12) (Agudo 









 A pesar de su comportamiento 
potencial como A o G, con los virus 
estudiados en nuestro laboratorio (VFA, 
LCMV y HCV), hemos observado que la 
ribavirina provoca preferentemente un 
aumento de las transiciones C"U y G"A 
Figura 2.12 Apareamientos de la 
ribavirina. (A) La ribavirina puede adoptar 
dos configuraciones por rotación del grupo 
carboxamida, que permite el establecimiento 
de puentes de hidrógeno tanto con U como 
con C. (B) Esquema de las mutaciones que 
pueden aparecer en el RNA viral como 
consecuencia de los apareamientos que se 
observan en (A). A la izquierda se indica la 
hebra de RNA en la que se encuentra cada 
nucleótido. En la parte inferior se indican los 
tipos de mutaciones que en cada caso 
pueden tener lugar. 
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(Agudo et al., 2010; Moreno et al., 2011; Ortega-Prieto et al., 2013; Sierra et al., 2007), 
sugiriendo que la ribavirina se comporta preferentemente como G. No obstante, en 
estudios in vitro la ribavirina se incorpora con eficacia similar frente a C y frente a U 
(Arias et al., 2008). Las razones de esta discrepancia no están claras. La alteración del 
patrón de transiciones causado por este sesgo mutacional en presencia de ribavirina 
es detrimental para el virus, como sugiere la aparición de mutaciones de resistencia a 
ribavirina encargadas de restablecer el patrón mutacional sin variación de la frecuencia 
de mutación de los espectros de mutantes generados (Agudo et al., 2010). 
 Los virus pueden diminuir su sensibilidad a la acción mutagénica de la 
ribavirina mediante distintos mecanismos: el aumento de la tasa de mutación causado 
por la ribavirina puede ser compensado con un aumento generalizado de la fidelidad 
de copia de la polimerasa vírica (Pfeiffer & Kirkegaard, 2003; 2005; Sadeghipour et al., 
2013; Vignuzzi et al., 2006); puede haber un impedimento específico de la 
incorporación de ribavirina monofosfato en el RNA viral (Arias et al., 2008; Ferrer-Orta 
et al., 2010; Sierra et al., 2007); o puede haber una modulación del patrón de 
transiciones, como la que tiene lugar cuando el VFA con las susituciones P44S, P169S 
y M296I en 3D (mutante SSI) es pasado en presencia de R (Agudo et al., 2010). 
 Otros efectos antivirales descritos para la ribavirina son la inhibición del 
capping (Benarroch et al., 2004; Bougie & Bisaillon, 2004; Goswami et al., 1979; Wray 
et al., 1985a; Zhou et al., 2003), la inhibición de polimerasas virales (Cassidy & 
Patterson, 1989; Fernandez-Larsson & Patterson, 1990; Lanford et al., 2001; Maag et 
al., 2001; Rankin et al., 1989; Stuyver et al., 2002; Toltzis et al., 1988; Wray et al., 
1985b) y un efecto inmunomodulador (Hultgren et al., 1998; Ning et al., 1998). 
2.7 5-Fluorouracilo 
 El 5-fluorouracilo (FU) (Figura 2.13) se sintetizó por primera vez en 1957 para 
terapia antitumoral (Heidelberger et al., 1957; Rutman et al., 1954). Originalmente se 
diseñó para ser inhibidor irreversible de la timidilato sintasa (TS), que cataliza la 
conversión de desoxiuridina monofosfato (dUMP) a desoxitimina monofosfato (Santi et 
al., 1974). En la actualidad se sigue utilizando el 5-fluorouracilo en terapia antitumoral, 
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solo o en combinación con otros fármacos (Begue & Bonnet-Delpon, 2008; Joensuu & 
Gligorov, 2012; Melichar et al., 2012).  
 La similitud entre FU y U permite al análogo 
hacer uso de las mismas vías de entrada a la 
célula y acceder a los circuitos metabólicos en los 
que participa el uracilo (Figura 2.14). La mayor 
parte de FU se transforma en 5-fluorouridina-5’-
monofosfato (FUMP) a partir de ororato por la 
ororato fosforribosiltransferasa (OPRT) utilizando 
fosforribosil pirofosfato como cofactor (PRPP), o 
indirectamente vía 5-fluorouridina (FUr) a través de la acción secuencial de uridín 
fosforilasa (UP) y uridina kinasa (UK) (Longley et al., 2003). El FUMP puede ser 
fosforilado por las nucleósido kinasas a 5-fluorouridina trifosfato (FUTP), o convertido a 
5-fluorodesoxiuridina-5’-disfosfato (FdUDP). El FdUDP puede ser fosforilado o 
defosforilado para dar lugar a 5-fluorodesoxiuridina-5’-trifosfato (FdUTP) o FdUMP.  
 FUTP y FdUTP pueden actuar como 
sustratos de polimerasas de ácidos nucleicos 
(Dragun et al., 1990; Ferrer-Orta et al., 2007; 
Gordon & Staehelin, 1959; Munyon & 
Salzman, 1962). La presencia de FU en el 
RNA inhibe la maduración de RNA 
ribosómico (Ghoshal & Jacob, 1997; 
Kanamaru et al., 1986) y de transferencia 
(Randerath et al., 1983; Santi & Hardy, 1987) 
y altera el procesamiento y la estructura 
secundaria de los precursores de mensajeros 
de RNA (Carrico & Glazer, 1979; Dolnick & 
Wu, 1993; Doong & Dolnick, 1988; Lenz et al., 
1994; Patton, 1993; Samuelsson, 1991). 
 Durante la replicación viral, FU puede 
ser incorporado en el DNA o RNA viral (Dragun et al., 1990; Gordon & Staehelin, 1959; 
Munyon & Salzman, 1962), causando un aumento en la frecuencia de mutación por 
apareamiento incorrecto de bases (Figura 2.15 y 2.16) (Agudo et al., 2009). También 
se ha observado que la presencia de halogenoderivados del uracilo provocan un 
Figura 2.14 Metabolismo del 
fluorouracilo. La fluorodeoxiuridina 
monofosfato (FdUMP) es inhibidor de la 
timidilato sintasa (TS), impidiendo la 
conversión de dUMP a dTMP. Las líneas 
discontinuas representan las reacciones que 
se ven afectadas por el efecto inhibitorio de 
derivados del 5-fluorouracilo. (Esquema 
basado en Longley et al. 2003). 
Figura 2.13 Estructura química 

































aumento de mutaciones por 
alteraciones en los niveles 
normales de dNTPs (Hopkins & 
Goodman, 1980).  
 Al tratar células BHK-21 
con FU se produce FUTP a la 
vez que se reducen los niveles 
de UTP, sin alterar los niveles de 
GTP, ATP y CTP intracelulares 
(Pariente et al., 2003). Al ser 
incorporado en mayor medida 
como U que como C, se 
acumulan transiciones U"C y 
A"G, un sesgo mutacional 
observado para el VFA (Pariente 
et al., 2001; Sierra et al., 2000) y 
LCMV (Grande-Pérez et al., 
2002).  
 La adición de uridina 
sobre el péptido VPg por parte 
de la proteína 3D constituye el 
paso inicial de la replicación del VFA (ver el apartado 2.4). La presencia de FUTP 
provoca la unión covalente de FUMP al sitio de unión al UMP, inhibiendo 
competitivamente la reacción de uridilación (Agudo et al., 2008). Por tanto, el FU tiene 
una actividad dual frente al VFA: inhibición de la iniciación de la replicación del RNA e 
incorporación al RNA viral durante su síntesis, lo que origina una actividad 
mutagénica. 
 Hasta la fecha se han descrito dos mutaciones de resistencia a FU en el fago 
$X174 que no afectan a la polimerasa (Domingo-Calap et al., 2012) y una sustitución 
(R84H) en la 3D del VFA pasado en presencia de FU que provoca un aumento de 
fidelidad replicativa (Zeng et al., 2013). También se han descrito mutaciones en el fago 
Qß que confieren resistencia a la acción mutagénica de 5-azacitidina (AZC), otro 
análogo de pirimidinas (Arribas et al., 2012). En la presente memoria se describe una 
Figura 2.15 Apareamientos del fluorouracilo. Se 
muestran los posibles apareamientos entre FU y A o G. El 
apareamiento con la A es de tipo Watson-Crick. El 
apareamiento con G puede darse de distintas formas, ya 
que la electronegatividad del flúor altera la densidad 
electrónica del anillo de pirimidina. La pérdida de un electrón 
en la posición N1 da lugar a una forma enólica, teniendo 
lugar un apareamiento Watson-Crick. La forma cetónica 
permite un apareamiento “tambaleante” (o wobble) con G. 
La ionización de FU también permite un apareamiento 
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sustitución en la polimerasa del virus de la fiebre aftosa capaz de modular la acción 
mutagénica del 5-fluorouracilo. 
 
 Las bases moleculares de la extinción de virus por mutagénesis letal mediada 
por análogos de nucleótido es un campo activo de investigación. Se vislumbra como 
una alternativa a los diseños antivirales clásicos, ya que pueden llegar a contrarrestar 
la capacidad de las cuasiespecies víricas de seleccionar mutantes de escape a las 
drogas usadas en los tratamientos. En estas investigaciones sobre mutagénesis letal 
se enmarca la presente tesis doctoral. 
⊕ A U
⊖ U F A
⊕ A A G U F
⊖ U U C A G A
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Figura 2.16 Mutaciones producidas 
por incorporación del fluorouracilo. 
Esquema de las mutaciones que 
pueden aparecer en el RNA viral como 
consecuencia de los apareamientos que 
se observan en fig. 2.15. A la izquierda 
se indica la hebra de RNA en la que se 
encuentra cada nucleótido. En la parte 
inferior se indican los tipos de 









 Los objetivos de la presente tesis doctoral son: 
 
1.-  Estudio de las bases moleculares de la resistencia a ribavirina (R) del VFA con 
las sustituciones M296I y G62S en 3D. 
2.- Caracterización del VFA con la sustitución V173I en 3D, seleccionada en 
presencia de 5-fluorouracilo (FU). 
3.-  Estudio bioquímico de la proteína 3D(V173I). 
4.- Caracterización del papel multifuncional de una región del extremo amino-
terminal de 3D. 
5.-  Estudio bioquímico de la actividad helicasa de la proteína 2C. 
!!26 
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4 Materiales y métodos 
4.1 Cultivo de células eucariotas 
! La línea celular utilizada para las infecciones con el virus de la fiebre aftosa 
(VFA) es BHK-21, derivada de fibroblastos de riñón de hámster (Stoker & Macpherson, 
1964), que fueron clonadas por dilución límite (de la Torre et al., 1988). Se cultivaron 
en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Dulbecco & Freeman, 1959), 
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SBF; Gibco, BRL), aminoácidos no 
esenciales (Sigma), 50 µg/ml de gentamicina (Sigma) y 0,00002% de 
parahidroxibenzoato de butilo (Sigma) usado como antimicótico. Las células se 
cultivaron hasta confluencia a 37ºC, 7% de CO2 y 98% de humedad. Una vez 
confluentes, se separaron de la placa por tratamiento con tripsina 0,05 mg/ml y 
0,016% EDTA (Sigma) durante 2 minutos y se sembraron a la dilución apropiada. Los 
pases de células se realizaron cada 72 horas o menos y un máximo de 30 veces. Los 
procedimientos han sido descritos anteriormente (Domingo et al., 1980; Sobrino et al., 
1983). 
4.2 Virus 
 Los virus empleados en la presente tesis doctoral son todos derivados del 
clon infeccioso pMT28 (Toja et al., 1999; García-Arriaza et al., 2004). Los distintos 
clones infecciosos que expresan virus con mutaciones fueron producidos por 
mutagénesis dirigida, tal y como se describe en el apartado 4.14. 
• pMT28wt: Plásmido que incluye la secuencia completa del VFA C-S8c1 
(GenBank: AJ133357). Contiene 35 residuos de citidina en el poli(C), 25 
adenosinas en el poli(A) y se expresa bajo el promotor de la SP6 polimerasa. 
El pMT28 presenta 3 cambios sinónimos y un cambio en la región no 
codificante respecto al C-S8c1 (García-Arriaza et al. 2004). 
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• pMT28-3D(M296I): Clon infeccioso con la sustitución M296I en la proteína 3D 
en el contexto de pMT28. Fue construido para estudiar la implicación de la 
sustitución M196I en resistencia a ribavirina (Sierra et al., 2007). 
• pMT28-3D(G62S): Clon infeccioso con la sustitución G62S en la polimerasa, 
que corresponde a la sustitución G64S de PV, que disminuye la fidelidad de la 
enzima (Pfeiffer & Kirkegaard, 2003). 
• pMT28-3D(G62S-M296I): Clon infeccioso con las sustituciones G62S y M296I 
en la polimerasa. 
• pMT28-3D(SSI): Clon infeccioso con las sustituciones P44S, P169S y M296I en 
la proteína 3D, que se fijaron secuencialmente en el VFA al replicarse en 
presencia de concentraciones crecientes de ribavirina (Agudo et al., 2010). 
• pMT28-3D(V173I): Clon infeccioso con la sustitución V173I en la proteína 3D. 
Dicha sustitución apareció en un virus pasado por la Dra. Macarena Sierra en 
presencia de 5-fluorouracilo. 
 Los plásmidos pMT28-3D(M296I), pMT28-3D(G62S) y pMT28-3D(G62S-
M296I) fueron construidos por M. Sierra y pMT28-3D(SSI) por R. Agudo. 
4.3 Agentes antivirales 
Los compuestos antivirales utilizados en los experimentos en cultivos celulares 
fueron 5-fluorouracilo (FU), ribavirina (R) e hidrocloruro de guanidinio (GuH), todos 
ellos de Sigma.  
Para preparar los medios de cultivo correspondientes se partió de disoluciones 
en DMEM de FU y GuH (50 mM) y de disoluciones de R en PBS (100 mM). Las 
disoluciones se esterilizaron por filtración, se diluyeron en DMEM y se suplementaron 
con 2% de SBF. El GuH se guardó a 4ºC durante un periodo máximo de 15 días. El 
FU y la R se guardaron a -70ºC por tiempo indefinido. 
 Las pautas del tratamiento con los distintos agentes antivirales empleados se 
basan en estudios anteriores sobre toxicidad celular y acción antiviral específica 
(Airaksinen et al., 2003; Holland et al., 1990; Pariente et al., 2003; Pringle, 1970; Sierra 
et al., 2000), y se resumen en la Tabla 4.1. 
 





4.4 Infecciones de células BHK-21 por el VFA 
4.4.1 Infecciones en medio líquido 
 
Las infecciones se llevaron a cabo tomando 0,2 ml de preparado de virus 
suspendido en DMEM para infectar una monocapa de 2-4 x 106 células BHK-21. El 
sobrenadante se aplicó a la monocapa, a la que previamente se le retiró el medio de 
cultivo (sin o con agente mutagénico) y lavada con DMEM. Las células se incubaron 
durante 60 minutos con el inóculo para permitir la adsorción y entrada de los virus en 
las células, agitando en cruz cada 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se 
lavó con 0,1 M tampón fosfato pH 6,0 para inactivar las partículas no absorbidas y con 
DMEM y se añadió el medio de cultivo, sin o con el agente antiviral. La recogida de 
virus se realizó normalmente a las 24 horas posinfección. El sobrenadante retirado fue 
almacenado a -70ºC o utilizado directamente para infectar una nueva monocapa. Para 
realizar los pases seriados de virus se llevaron a cabo sucesivas infecciones estándar, 
empleando 0,2 ml del sobrenadante de la infección previa. Los virus recogidos fueron 
titulados mediante infecciones de VFA en monocapas de células BHK-21 en medio 
semisólido (apartado 4.4.2). 
Los métodos de infección de células BHK-21 en medio líquido y los controles 
para asegurar ausencia de contaminaciones (mantenimiento de cultivos no infectados 
en paralelo, análisis periódicos por secuenciación para la identificación de virus, etc.) 
han sido descritos previamente (Baranowski et al., 1998; Domingo et al., 1980; Sierra 
et al., 2007). Se indicarán las condiciones de infección (multiplicidad de infección 
Compuesto Concentración Tiempo de preincubación 
Ribavirina (R) 200-800 !M 7-13 horas 
5-fluorouracilo (FU) 50-400 mg/ml 7-13 horas 
Cloruro de guanidio (Gu) 2-4 mM sin preincubación 
Tabla 4.1 Concentraciones 
de los agentes antivirales y 
períodos de preincubación en 
células BHK-21, antes de la 
infección. La concentración 
utilizada en la preincubación 
es la misma que se utiliza 
durante la infección. 
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(m.d.i.), tiempo de recogida de virus, etc.) en los correspondientes apartados de 
Resultados. 
 
4.4.2 Infecciones en medio semisólido. Titulación 
 
Los títulos virales se determinaron por plaqueo en células BKH-21 bajo agar 
semisólido (Domingo et al. 1980; Sierra et al. 2007). Se infectó una monocapa de 
células con diluciones crecientes de virus en DMEM. Tras una hora de adsorción a 
37ºC en una atmósfera con 7% de CO2, 98% de humedad, se lavaron las monocapas 
dos veces con DMEM y se añadió agar semisólido a una concentración final del 0,5% 
en medio DMEM con 2% de SBF y 1% de dietilaminoetil (DEAE)-dextrano. A 
continuación se incubó en las mismas condiciones de adsorción durante un tiempo 
apropiado (normalmente de 16 a 32 horas), dependiendo del experimento. Después 
de la incubación se fijaron las células con formaldehído al 2% y se tiñeron las 
monocapas fijadas con cristal violeta (2% cristal violeta en formaldehído al 2%). Todas 
las titulaciones para cuantificación de virus se realizaron al menos por triplicado. 
4.5 Extracción del RNA viral 
 Se extrajo el RNA total, a partir de los sobrenadantes recogidos de las 
infecciones en medio líquido, mediante tratamiento con Trizol (Gibco), tal y como 
indica la casa comercial. El RNA extraído se precipitó con 1 volumen de isopropanol y 
el precipitado se lavó con etanol al 70%. El RNA se resuspendió en TE estéril y se 
almacenó a -70ºC. 
4.6 Obtención de cDNA y amplificación por RT-PCR 
 El RNA del VFA fue amplificado mediante retrotranscripción seguida de 
amplificación por PCR (RT-PCR). Para la reacción de retrotranscripción del RNA vírico 
se empleó la RT del virus de la mieloblastosis aviar AMV-RT (Promega). Para la 
reacción de amplificación se utilizó la DNA polimerasa termoestable EHF (Expand 
High Fidelity) (Roche). Esta polimerasa presenta alta fidelidad de copia, ya que posee  
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Tabla 4.3 Oligonucleótidos empleados para la amplificación del RNA viral y secuenciación de DNA. En 
la primera columna se indica la región del genoma del VFA en la cual hibrida el oligonucleótido. Se 
especifica la secuencia del nucleótido, siempre de 5’ a 3’, donde los nucleótidos en negrita representan las 
variaciones respecto al VFA C-S8c1 y las secuencias subrayadas indican la presencia de una diana de 
restricción. S, “sentido” o de la misma polaridad que el RNA genómico del VFA; A, “antisentido” o de 
polaridad de la cadena negativa del VFA. Se indica la posición en el genoma del VFA según Escarmís et 
al., 1999.  
actividad correctora de errores 
(actividad exonucleasa 3’"5’) 
(Barnes, 1994), para minimizar la 
incorporación de nucleótidos 
incorrectos por la polimerasa en el 
proceso de amplificación. Se siguieron 
las instrucciones facilitadas por el 
fabricante, realizando el proceso de 
amplificación por RT-PCR en un solo 
paso en el tampón y concentración 
óptima para la polimerasa EHF. Los 
productos amplificados se analizaron 
por electroforesis en un gel de 
agarosa al 1% y tinción con bromuro de etidio o sybr-safe (Invitrogen Molecular 
Probes). Las condiciones de amplificación se indican en la Tabla 4.2 y los 
oligonucleótidos empleados en la Tabla 4.3. 
Temperatura (Cº)     Tiempo (min:seg)     Ciclos 
  42    60:00     1 
  94    00:30 
  54-58    00:30 
  68    2:40* 
    40 
  68    10:00     1 
  10    >5:00     1 
Región Oligonucleótido Secuencia (5’!3’) Orientación Posición 
CS8NR2 TAAGTTTTACCGTCTGTCCCG S 368-388 5’UTR ND2 TTGTTACCAAGGAGGAGTT A 760-742 
L LD5 TGCAGTCCGTGGTAGGAAAAG A 1116-1096 
2BR3 GCCATCAGGACCGGTCTCGATG S 4027-4048 
2BD1 CAAACGTGCTGTCCAGAATCTC A 4192-4168 
2BR3SacI TCGGAGCTCCGATTCTGTTGGCCGGGTTGG S 4253-4282 2B 
2BR2 GAAGACCTTGAGAGAGCAGAG S 4318-4336 
2CR5 CCCAGCACCCAGCAAGTCGAG S 4623-4643 
2CD2 GTACCAAACAGAATCGGTCC A 4764-4745 
2CD2New GGGCAGTACCAAACAGAATCG A 4769-4749 
2CR2 GGCAAACCCTTCAGCAGTAAG S 4924-4944 
2C 
2CD3 CGCTCACGTCGATGTCAAAGTG A 5047-5026 
3AD3 GATGACGTGAACTCTGAGCCCGC A 5349-5329 
3AR1 AAAGGCCAACACGAGGCAGC S 5344-5363 
3AD2 GCCTTCTGACCTGGAAGAGTTC A 5699-5678 
3AR2 GAACTCTTCCAGGTCAGAAGGC S 5678-5699 
3A 
3AR3 GATGACGTGAACTCTGAGCCCGC S 5704-5726 
5’3C AGTGGTGCCCCACCGACCGAC S 5971-5991 
3CD1 CATGACCATCTTTTGCAGGTCAG A 6009-5987 3C 
3C1 GCGTTGTTAATCACGCCAAC A 6335-6316 
PolCKpnI GTTGGTACCCACTCTGCTGGAGGC S 6502-6525 
5’3D GGGTTGATCGTTGATACCAGAG S 6610-6632 
AV8 CAGCGGCGGAACAGCGCT A 6839-6822 
3DR1 GAAACGCCGCGGTGCACTTATC S 6984-7005 
AV3 TTCATGGCATCGCTGCAGTGG A 7370-7350 
3D 
B2New CACTGCAGCGATGCCATGAACATC S 7351-7374 
3D-3’UTR Pol1XbaI AATCTAGATGTTTGGGGGATTATGCG A 8041-8016 
3’UTR Rend TTTGGATTAAGGAAGCGGGAAAAGCCC A 8118-8092 
Tabla 4.2 Programa de RT-PCR para amplificar cDNA 
viral. 
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4.7 Purificación de DNA amplificado 
 Los productos de amplificación fueron purificados siguiendo distintos métodos 
dependiendo del tipo de análisis posterior. Al amplificar el cDNA para obtener la 
secuencia consenso de la población viral, se realizaron purificaciones por filtración del 
DNA total. Cuando el producto de la PCR tuvo que ser clonado en un vector, el 
producto de PCR se purificó de banda en gel de agarosa, siempre que se observasen 
bandas inespecíficas de DNA en el gel. ! !
4.7.1 Purificación de DNA por filtración 
 Se han empleado tres kits comerciales distintos para la purificación por 
filtración del DNA: Microcon centrifugal filters (Millipore), Amicon Ultra-0.5 (Millipore) o 
Wizard PCR preps DNA purification resin (Promega). En todos los casos se siguieron 
las indicaciones del fabricante, se eluyó con agua destilada estéril y se midió la 
concentración con un espectrofotómetro de amplio espectro (Nanodrop 1000). 
 
4.7.2 Extracción de banda en gel de agarosa 
 Para obtener el DNA correspondiente a una longitud se emplearon dos 
métodos de extracción en gel: 1) Se recortó la banda deseada de un gel de agarosa al 
1% y luego se trató con 3 volúmenes de yoduro sódico 5,3 M, para destruir uniones 
entre el DNA y la agarosa. A continuación se fundió la agarosa a 65ºC, tras lo que se 
añadió la resina Wizard PCR preps DNA purification resin (Promega). Se lavó con 
isopropanol, se eluyó con agua destilada estéril y se cuantificó por espectrofotometría 
(Nanodrop 1000). 2) El producto de PCR se resolvió en gel de agarosa de bajo punto 
de fusión (NuSieve), del cual se extrajo la banda deseada, pero no se sometió a un 
filtrado posterior. 
4.8 Secuenciación del DNA 
! La secuenciación de nucleótidos se efectuó mediante técnicas de 
secuenciación automática en los secuenciadores ABI373, ABI3730XL o ABI3700 
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(Applied Biosystems) por Macrogen. La reacción se efectuó con el kit Big Dye 
Terminador V3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). El análisis de 
secuencias se llevó a cabo con el paquete DNA Star (Lasergene 8.0) mediante el 
análisis de cromatogramas. Cada secuencia se determinó con al menos dos 
reacciones independientes de secuenciación. Los oligonucleótidos empleados para la 
secuenciación de DNA se detallan en la Tabla 4.3. 
4.9 Cuantificación de moléculas de RNA vírico mediante RT-
PCR a tiempo real 
 La cuantificación de RNA vírico se realizó mediante RT-PCR cuantitativa a 
tiempo real con el aparato “LightCycler” (Roche). Este método permitió medir la 
cantidad de producto de RNA amplificado en cada ciclo de la reacción de PCR 
mediante una sonda fluorescente (SYBR Green I). La fluorescencia emitida aumenta 
de forma proporcional a la cantidad del producto amplificado. Se utilizó el kit “Light 
Cycler RNA Master SYBR Green I” (Roche) y se siguieron las instrucciones facilitadas 
por el fabricante, optimizando la concentración de Mn++ a 3 mM. La enzima utilizada 
fue la Tth polimerasa, que es una enzima termoestable que posee actividad 
retrotranscriptasa y polimerasa (Myers & Gelfand, 1991), que permite realizar 
retrotranscripción y amplificación por PCR en una sola reacción. La región amplificada 
para la cuantificación de RNA vírico fue la codificante de 2C y los oligonucleótidos 
empleados fueron 2CD3 y 2CR2 (Tabla 4.3). El RNA de las muestras se cuantificó por 
extrapolación de los valores de fluorescencia obtenidos en una curva patrón realizada 
en paralelo con RNA de pMT28 (RNA transcrito a partir del plásmido pMT28wt, 
apartado 4.2), cuya concentración fue determinada por su densidad óptica a 260 nm y 
confirmada mediante electroforesis en gel de agarosa. 
 La especificidad de las reacciones de amplificación se comprobó con el análisis 
de la curva de fusión del DNA amplificado, que permite distinguir entre el producto de 
amplificación específica y productos artefactuales de bajo peso molecular (como 
dímeros de oligonucleótidos), que presentan una temperatura de fusión más baja. 
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4.10 Clonaje molecular para el análisis de espectros de 
mutantes de poblaciones del VFA 
! Para analizar los espectros de mutantes de poblaciones virales, cDNAs 
correspondientes a genomas individuales de una cuasiespecie fueron clonados en el 
vector pGEM-T o pGEM-T Easy. 
 Para asegurar que había un exceso de RNA viral en el proceso de 
amplificación de los fragmentos a clonar y así evitar que hubiera duplicación de 
genomas clonados, se utilizaron solamente muestras para las cuales una amplificación 
con 1/100 del molde inicial fue positiva. Para amplificar 3D se emplearon los 
oligonucleótidos PolCKpnI y Pol1XbaI (Tabla 4.3) que amplifican los residuos 6526 a 
8015 del genoma. El producto de RT-PCR (apartado 4.6) se purificó (apartado 4.7) y 
se ligó al vector pGEM-T. La ligación está favorecida por los extremos prominentes de 
A, que la enzima EHF suele dejar en el producto de amplificación, que hibridan con las 
colas de poli-T que componen el sitio de clonación de pGEM-T. Los productos de 
ligación se introdujeron por transformación de choque térmico en células competentes 
de E. coli DH5!. El vector pGEM-T incluye un gen de resistencia a ampicilina y el gen 
LacZ en el sitio de clonación, lo que permite la selección por color en presencia de X-
Gal e IPTG. El DNA de las colonias positivas identificadas por ausencia de color se 
amplificó con Illustra TempliPhi 100 amplification kit (GE Healthcare) siguiendo las 
instrucciones del fabricante y el producto se analizó mediante secuenciación de 
nucleótidos (apartado 4.8). 
4.11 Determinación de la eficacia biológica 
 Para la determinación de la eficacia biológica relativa o fitness de un virus 
problema, este se sometió a pases seriados en competición con un virus de referencia 
(Holland et al., 1991). La competición se inició con la coinfección de células BHK-21 a 
una m.d.i. de 0,1 PFUs/cél. con una mezcla que contenía la misma infectividad de 
ambos virus en el pase inicial. Se emplearon las condiciones de infección descritas en 
el apartado 4.4.1., en ausencia o presencia de agentes antivirales. Cuando el efecto 
citopático fue completo, se recogió el sobrenadante de infección. Antes de infectar una 
nueva monocapa, el sobrenadante recogido se diluyó 10 veces para evitar que la 
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m.d.i. fuera superior a 1. Cuando las coinfecciones transcurrieron en presencia de 
agente antiviral, retrasando la aparición de efecto citopático, la recogida del 
sobrenadante se realizó a las 36 horas y no hubo dilución previa a la siguiente 
infección. 
 La cuantificación de la proporción de los dos virus competidores en el 
transcurso de los pases se realizó mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real 
(apartado 4.9). Para distinguir entre los RNAs provenientes de uno u otro virus, la RT-
PCR se llevó a cabo con parejas de oligonucleótidos capaces de discriminar las 
mutaciones que diferencian al virus problema del de referencia (Tabla 4.4). Ensayos 
preliminares mostraron que las condiciones utilizadas para la amplificación garantizan 
una discriminación de al menos 30 veces entre los virus competidores. 
 La representación del logaritmo de la proporción de los dos genotipos que 
compiten frente al número de pases da el vector de eficacia biológica (Duarte et al., 
1992). El antilogaritmo de la pendiente es el valor numérico de eficacia biológica del 
virus problema frente al de referencia. 
 
4.12 Determinación de la frecuencia de mutación y entropía 
normalizada de Shannon de los espectros de mutantes 
! Para evaluar el efecto mutagénico de un compuesto, se analizaron las 
secuencias de un espectro de mutantes, obtenidas por clonaje molecular (apartado 
4.10). La frecuencia de mutación es el cociente entre el número de mutaciones 
distintas que aparecen en la muestra y el número total de nucleótidos analizados. La 
frecuencia de mutación específica para una mutación definida se determina dividiendo 
el número de veces que aparece la mutación específica por el número total de 
nucleótidos analizados. 
Sustitución a distinguir Oligonucleótido Secuencia (5’!3’) Orientación Posición 
V173 CGCCCGATGGAGAAAGTA S 
I173 CGCCCGATGGAGAAAATC S 7111-7128 3D(V173I) 
AV3 TTCATGGCATCGCTGCAGTGG A 7370-7350 
Tabla 4.4 Oligonucleótidos empleados para la determinación de la eficacia biológica relativa de 
pMT28-3D(V173I). En la primera columna se indica la región del genoma del VFA en la cual hibrida el 
oligonucleótido y la sustitución que se desea discriminar. Se especifica la secuencia del nucleótido, 
siempre de 5’ a 3’, donde los nucleótidos en negrita representan las variaciones respecto al VFA C-S8c1. 
S, “sentido” o de la misma polaridad que el RNA genómico del VFA; A, “antisentido” o de polaridad de la 
cadena negativa del VFA. Se indica la posición en el genoma del VFA según Escarmís et al., 1999.  
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 La entropía normalizada de Shannon (Sn) es una medida alternativa de la 
complejidad de la cuasiespecie, donde un valor de 0 se corresponde con una 
homogeneidad máxima (todas las secuencias analizadas son iguales entre sí) y el 
valor 1 con una heterogeneidad máxima (todas las secuencias analizadas son 
distintas entre sí) (Airaksinen et al. 2003; Gregori et al., 2014, Moreno et al., 2011; 
Pariente et al., 2003; Ruiz-Jarabo et al., 2000; Sierra et al., 2007; Volkenstein, 1994). 
 La entropía de Shannon normalizada se calcula mediante la ecuación: 
Sn = - [ "i (pi x ln pi) ] / ln N 
 En la que pi es la frecuencia de cada secuencia en la cuasiespecie y N es el 
número total de secuencias analizadas. 
4.13 Obtención de clones biológicos del VFA 
 El virus se diluyó de manera que, al aplicarlo a una monocapa, no se 
produjeran más de 20 placas de lisis, en una infección en medio semisólido (apartado 
4.4.2). Se seleccionaron placas aisladas y el agar situado sobre la zona de lisis se 
sumergió en 500 !l de DMEM y se almacenó a -70ºC. Se determinaron los títulos de 
los virus extraídos de placas individuales (apartado 4.4.2). 
4.14 Obtención de clones infecciosos del VFA 
 El clon infeccioso elaborado en la presente tesis doctoral (pMT28-3D(V173I); 
apartado 4.2) se construyó a partir del clon infeccioso de referencia pMT28wt 
mediante PCR mutagénica y clonaje molecular. El primer paso consistió en dos 
amplificaciones (" y # en la Figura 4.1.A) mediante PCR mutagénica de dos 
segmentos solapantes del plásmido original, a partir de las parejas de oligonucleótidos 
A, C y B, D. Los oligonucleótidos A y B contienen la mutación que se desea introducir 
en el plásmido (Tabla 4.5). Los productos de las amplificaciones 1 y 2 se 
recombinaron en una reacción de PCR shuffling, utilizando cantidades equimolares de 
ambos fragmentos y mediante los oligonucleótidos E, F; así se obtuvo un fragmento 
que contiene la mutación y las dianas de restricción r1 y r2 (Figura 4.1.B). El 
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fragmento obtenido y el plásmido vector pMT28, fueron digeridos por los sitios de 
restricción r1 y r2. El vector fue tratado con fosfatasa alcalina (USB) para evitar la 
religación del plásmido. El fragmento con la mutación se insertó en el vector 







restricción Secuencia (5’!3’) / Sitio de restricción Posición 
A V173Iplus  CGCCCGATGGAGAAAATCCGTGCCGGC 7111-7137 
B V173Iminus  GCGAGTCTTGCCGGCACGGATTTTCTCCATCGGG 7146-7113 
C Pol1XbaI  AATCTAGATGTTTGGGGGATTATGCG 8041-8016 
D PolCKpn1  GTTGGTACCCACTCTGCTGGAGGC 6502-6525 
E AV2New  TGTGGAAGTGTCTTTTGAGGAAAG 7783-7760 
F 5’3D  GGGTTGATCGTTGATACCAGAG 6610-6632 
r1  BamHI …G  GATCC… …CCTAG  G… 
7427 
r2  ClaI …AT  CGAT… …TAGC  TA… 7004 
Figura 4.1 Representación esquemática de la estrategia de construcción de clones infecciosos. 
A) Se muestran las dos reacciones de PCR mutagénicas, donde cada flecha representa un 
oligonucleótido, la cruz roja indica la presencia de la mutación que se desea introducir en el plásmido y 
r1/r2 representan los sitios de restricción escogidos para el clonaje. B) PCR shuffling de los productos de 
las PCRs 1 y 2. C) Digestión para la ligación del fragmento con la mutación con el plásmido. Las líneas 
discontinuas representan los fragmentos generados por digestión que son descartados.  
Tabla 4.5 Oligonucleótidos y enzimas de restricción utilizados para la construcción de pMT28-
3D(V173I). La primera columna indica la función del oligonucleótido según el esquema de la Figura 4.1; la 
segunda columna da el nombre del oligonucleótido y la tercera, la enzima de restricción implicada en la 
construcción. En la cuarta columna se especifica la secuencia del oligonucleótido de 5' a 3' y la secuencia 
de las dianas de restricción (subrayadas); los nucleótidos en negrita representan las variaciones respecto 
al VFA C-S8c1 y en rojo las mutaciones que dan lugar al cambio de aminoácido deseado. En la última 

























En todas las reacciones de amplificación se empleó la polimerasa Pfu ultra, por su 
elevada fidelidad de copia; los productos se analizaron por electroforesis en gel de 
agarosa. Asimismo, antes de cada paso se purificó el DNA con Microcon centrifugal 
filters (Millipore) o extracción en gel y se secuenció la región de 3D para comprobar 
que las mutaciones fueron introducidas correctamente. 
4.15 Transcripción de clones infecciosos 
 El DNA de los clones infecciosos fue linearizado por digestión con NdeI. El 
plásmido digerido se purificó utilizando el kit Wizard PCR Preps DNA purification resin 
(Promega). La reacción de transcripción se llevó a cabo utilizando SP6 RNA 
polimerasa (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La 
concentración de RNA obtenida se estimó mediante electroforesis en geles de 
agarosa y tinción con SYBR safe (Invitrogen) por comparación con cantidades 
conocidas de RNA ribosómico. 
4.16 Transfección de RNA viral procedente de la transcripción 
de clones infecciosos 
 Se transfectaron células BHK-21 subconfluentes (confluencia de 
aproximadamente 70%) con RNA viral (0,1-1mg) transcrito a partir de los 
correspondientes plásmidos linearizados (apartado 4.15) y lipofectina (Gibco). Los 
virus recogidos del sobrenadante de las células transfectadas a las 72 horas post-
transfección se multiplicaron mediante dos pases en células BHK-21 (2-4#106 células) 
con 200 !l de sobrenadante. Se extrajo RNA del virus procedente del último pase y la 
región codificante de la proteína 3D fue amplificada y secuenciada para comprobar la 
presencia de las mutaciones introducidas en el clon infeccioso. El virus recogido en el 
último pase es considerado como “pase 0”. 
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Tabla 4.6 Oligonucleótidos utilizados para la construcción de los plásmidos de expresión de 
proteínas. En la primera columna se indica la sustitución que se desea introducir en la proteína 3D. Se 
especifica el nombre y la secuencia del oligonucleótido, donde los nucleótidos en rojo representan los 
tripletes que codifican las sustituciones aminoacídicas respecto al VFA C-S8c1. Se indica la posición en 
el genoma del VFA según Escarmís et al., 1999.  
4.17 Construcción de plásmidos de expresión de proteínas 
4.17.1 Construcción de plásmidos de expresión de 3D 
 
 Todas las variantes de 3D utilizadas en esta tesis doctoral se han construido a 
partir del plásmido pET-28a3D (Arias et al., 2005), un derivado del plásmido pET-28a 
(Novagen) que contiene la secuencia codificante de 3D de C-S8c1 en la que ha sido 
eliminada una diana de restricción NcoI. En el plásmido pET-28a3D, la secuencia de 
3D queda fusionada a una secuencia propia del plásmido. De esta manera, la proteína 
3D queda unida por su extremo carboxilo a 11 aminoácidos suplementarios, de los 
que 5 actúan de espaciador y 6 comprenden una cola de histidinas (AAALEHHHHHH). 
 Las distintas polimerasas mutantes se obtuvieron empleando el kit 
Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), mediante amplificación del 
pET-28a3D circular completo con oligonucleótidos que contienen las mutaciones que 
se desean introducir en la región codificante de 3D (Tabla 4.6). La reacción de PCR se 
realizó con la DNA polimerasa Pfu Ultra (Roche) y el producto se trató con DpnI, una 
endonucleasa que actúa sobre el DNA metilado, degradando el molde (proveniente de 
E.coli). 
 Se transformaron células competentes E. coli DH5$ con el producto de PCR y 
se aislaron las bacterias resultantes en placas Petri con medio LB con kanamicina (70 
!g/ml, Sigma). Se comprobó la presencia de las mutaciones introducidas mediante 
secuenciación del DNA plasmídico extraído con el kit Wizard Plus SV Minipreps 
Sustitución Oligonucleótido Secuencia (5’!3’) Posición en pMT28 
V173Iplus CGCCCGATGGAGAAAATCCGTGCCGGC 7111-7137 V173I V173Iminus GCGAGTCTTGCCGGCACGGATTTTCTCCATCGGG 7146-7113 
K18Aplus CATGTAATGCGCGCCACCAAGCTTGCACC 6649-6677 
K18A 
K18Aminus GGTGCAAGCTTGGTGGCGCGCATTACATG 6677-6649 
K20Aplus TAATGCGCAAAACCGCCCTTGCACCCACC 6653-6681 
K20A 
K20Aminus GGTGGGTGCAAGGGCGGTTTTGCGCATTA 6681-6653 
K18AK20Aplus GTAATGCGCGCCACCGCCCTTGCACCC 6652-6678 K18A/K20A 
K18AK20Aminus GGGTGCAAGGGCGGTGGCGCGCATTAC 6678-6652 
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Tabla 4.7 Oligonucleótidos empleados para la construcción del plásmido de expresión de 2C con los 
33 primeros aminoácidos delecionados (Ndel) y restitución de L34 (M34L). Se especifica la secuencia 
del oligonucleótido, siempre de 5’ a 3’, donde los nucleótidos en negrita representan las variaciones 
respecto al pET28a2C, los codones de terminación de la traducción se representan en azul y las 
secuencias subrayadas indican la presencia de una diana de resticción. Se indica la posición en el 
genoma del VFA según Escarmís et al., 1999.  
(Promega). Los plásmidos con las mutaciones deseadas se transformaron en células 
competentes E. coli BL21. Mediante extracción del DNA plasmídico y posterior 
secuenciación se comprobó que durante el proceso de transformación no se alteró la 
secuencia del plásmido de interés. 
 
4.17.2 Construcción de plásmidos de expresión de 2C 
 
Construcción de pET-28a2C(34-318) 
 La deleción de los primeros 33 aminoácidos de la proteína 2C se llevó a cabo a 
partir del plásmido de expresión pET28a2C, obtenido por el Dr. Rubén Agudo 
mediante clonaje de la región codificante de 2C de C-S8c1 en pET-28a (Novagen). La 
secuencia que codifica 2C está fusionada a una secuencia propia del plásmido, de tal 
forma que en el extremo N-terminal de 2C se hallan 19 aminoácidos adicionales 
(GSSHHHHHHSSGLVPRGSH) para facilitar la purificación y procesamiento de la 
proteína. 
 El primer paso para la obtención de pET-28a2C(34-318) fue la introducción de una 
diana de restricción NdeI en el residuo 33 de 2C en el pET28a2C, mediante 
amplificación con los oligonucleótidos 2C(34-)NdeI5’ y 2CEcoRI3’ (Tabla 4.7), de los 
cuales el primero contiene las mutaciones necesarias para obtener la diana de 
restricción. El producto de la PCR se digirió con NdeI y EcoRI (New England Biolabs) y 
se clonó en pET-28a tratando previamente con fosfatasa alcalina (USB). La 
introducción de la diana de restricción se confirmó por secuenciación. 
Cambio Oligonucleótido Secuencia (5’!3’) Posición en pMT28 
2C(34-)NdeI5’ CCGCGACTGGATTAAGGCACATATGGCCACTGTTGTGTTGAAAGACTCC 4422-4470 NdeI 
2CEcoRI3’ CACAGATTTTTGGGAGAATTCCTATCATTGCTTAAAAATTGGGTGGCTTGACAC 5325-5272 
2C(34-)M34Lnew-plus GGCACATATCGCCTCAGAAGAGAAGTTTGTCACC 4437-4470 
M34L 
2C(34-)M34Lnew-minus CTCTTCTGAGGCGATATGTGCCTTAATCCAGTCGC 4458-4424 
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 La presencia del sitio NdeI en el extremo 5’ de la región codificante de 2C(34-318) 
provoca el cambio de aminoácido L34M. Para restablecer el residuo original se empleó 
el kit Quickchange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene), usando los 
oligonucleótidos 2C(34-)M34Lnew-plus y 2C(34-)M34Lnew-minus (Tabla 4.7). La 
reacción de mutagénesis y posterior transformación en bacterias E.coli DH5! y E.coli 
BL21 se realizaron como se describe en el apartado 4.17.1. !
4.18 Expresión de 2C y 3D recombinantes en E. coli 
 Las colonias de E.coli BL21 seleccionadas en presencia de kanamicina 
(presencia de pET-28a) se crecieron durante 12h-15h en medio LB en presencia de 
kanamicina (70 mg/ml). Los cultivos se diluyeron 20 veces y se crecieron hasta 
alcanzar una densidad óptica (595 nm) de entre 0,8 y 1,2. En ese momento (fase 
exponencial), se añadió IPTG (isopropilo-tio-%-D-galactósido) (Fermentas) a una 
concentración final de 1 mM. Los cultivos se crecieron entonces durante 2,5 horas 
más. Las células fueron centrifugadas a 3.500 r.p.m. durante 15 minutos en un rotor 
S3 (Sorvall), obteniéndose un sedimento de células que se congeló a -20ºC. 
4.19 Purificación de 3D y 2C 
 La cola de histidinas en el extremo C-terminal de las 3D expresadas en E. coli 
(apartado 4.17.1) o en el extremo N-terminal de 2C (apartado 4.17.2) se utilizó para la 
purificación de la proteína por cromatografía de afinidad por níquel-ácido nitriloacético 
(Ni-NTA)-agarosa ProBond Resin (Invitrogen). El sedimento de bacterias que 
expresan las proteínas (apartado 4.18) se resuspendió en tampón fosfato 50 mM pH 
7,8 con 300 mM NaCl y se incubó durante 15 minutos a 4ºC con agitación en 
presencia de 0,1 mg/ml lisozima (Sigma) y 1 mM fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF, 
Boehringer). La suspensión se lisó alternando 4 ciclos de sonicación de 30 segundos 
con 4 ciclos de 30 segundos en hielo. La fracción soluble se recuperó mediante dos 
centrifugaciones sucesivas de 15 minutos a 10.000 r.p.m. en un rotor SS-34 (Sorvall). 
La muestra se pasó a través de la columna de Ni-NTA que previamente fue 
equilibrada en el tampón de resuspensión. La proteína unida se lavó secuencialmente 
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con 2 volúmenes de tampón de resuspensión, 1 volumen de tampón A (ver apartado 
4.25) y 1 volumen de tampón A conteniendo 25 mM imidazol. 
 La proteína unida a la columna se eluyó en un gradiente de imidazol (entre 50 y 
500 mM) en tampón A. Las fracciones se analizaron mediante electroforesis 
discontinua en geles de poliacrilamida en presencia de 0,1% SDS (SDS-PAGE). Las 
fracciones con la proteína pura según tinción por azul de coomassie  (0,25% 
Coomassie Brilliant Blue R250 (BioRad), 45% metanol, 10% ácido acético y lavado en 
10% etanol, 10% ácido acético) se juntaron y dializaron a 4ºC frente al tampón de 
diálisis (ver apartado 4.25). El proceso de diálisis se realizó con tres cambios de 
tampón, uno después de la noche y los otros dos a intervalos de 3 horas. 
 Las fracciones con proteína purificada se distribuyeron en alícuotas y se 
congelaron a -70ºC. Todas las polimerasas recombinantes aisladas presentaron una 
pureza superior al 95%. La concentración de proteína se determinó mediante  
absorbancia y con el coeficiente de extinción molar de 3D de VFA de 51.700 M-1 
[servidor informático ExPASy (http://www.expasy.org)]. !
4.20 Ensayos de actividad de la polimerasa del VFA 
4.20.1 Ensayo de síntesis de un homopolímero 
 
 Consiste en la síntesis de la cadena complementaria de un molde de poli(A) de 
aproximadamente 300 residuos y empleando un cebador de 15 nucleótidos de 
desoxitimidina [oligo(dT)15], tal y como ha sido previamente descrito (Arias et al. 2005). 
Este ensayo estándar nos permite normalizar la actividad enzimática de distintas 
polimerasas mutantes en relación con la de tipo silvestre. 
 Las reacciones se llevaron a cabo en tampón 30 mM MOPS, pH 7,0, 33 mM 
NaCl, 5 mM Mg(CH3COO)2, 40 ng/!l poli(A) (Amersham), 2,4 !M oligo(dT)15 
(Invitrogen) y [!-32P] UTP a una concentración final de 500 !M (0,01 mCi/ml, 
Amersham). La reacción se inició al añadir 2 !l de 3D sobre una mezcla precalentada 
a 37ºC que contiene todos los reactivos indicados. Las concentraciones de las 
proteínas a ensayar se igualaron a la de 3Dwt antes del ensayo. La reacción se paró a 
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los 5 minutos añadiendo EDTA a una concentración final de 83 mM. El producto se 
aplicó sobre una membrana DE-81 (Whatmann) y se dejó secar. El UMP no 
incorporado se eliminó mediante 4 lavados de la membrana con un exceso de 0,2 M 
Na2HPO4 (Merck). Se realizó un lavado adicional en etanol absoluto y se secó durante 
15 minutos a 55ºC. Las membranas fueron expuestas a placas fotosensibles (Fujifilm 
BAS-MP 2040S) y la radiactividad incorporada medida en un densitómetro BAS-1500 
(Fujifilm) usando el programa Tina versión 2.09e (Raytest Isotopenmessgerate Gmbh, 
Staubenhardt, Alemania). Se calculó la actividad relativa de polimerización de cada 3D 
mutante con respecto a 3Dwt. 
 
4.20.2 Ensayos de uridilación de VPg 
 
 La capacidad de cada polimerasa para uridilar el péptido VPg fue estimada 
mediante dos ensayos bioquímicos: con Mn++ y poli(A) o con Mg2+, RNA cre y 3CD. 
 En el ensayo en presencia de Mn++, la mezcla de reacción contenía 30 mM 
MOPS, pH 7,0, 33 mM NaCl, 0,6 mM MnCl2, 40 ng/!l poli(A) (de aproximadamente 
300 nucleótidos de longitud de media), 150 !M VPg-1 (sintetizada por el Servicio de 
Química de Proteínas y Síntesis de Péptidos del Centro de Biología Molecular “Severo 
Ochoa”), 8% glicerol, 0,4 mg/ml BSA (New England Biolabs) y 50 !M [!-32P UTP] (0,01 
mCi/ml; 200 mCi/nmol). La reacción se desarrolló durante 30 minutos a 37ºC y se paró 
mediante la adición de EDTA a 83 mM final. 
 Para el ensayo en presencia de Mg++ la mezcla de reacción contenía 30 mM 
MOPS, pH 7,0, 33 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 20 nM RNA cre (obtenido mediante 
transcripción in vitro), 0,16 !M 3CD (expresada y purificada en nuestro laboratorio), 
150 !M VPg-1, 8% glicerol, 0,4 mg/ml BSA (New England Biolabs) y 50 !M [!-32P 
UTP] (0,01 mCi/ml; 200 mCi/nmol). La reacción se mantuvo durante 3 horas a 37ºC y 
se paró mediante la adición de EDTA a 83 mM final. 
 Para los ensayos de inhibición de uridilación del péptido VPg se utilizaron 
concentraciones crecientes (0-100 !M) de FUTP (Jena Bioscience). Los productos de 
reacción se resolvieron en geles de poliacrilamida al 20% con SDS con tampón Tris-
tricina. Los geles fueron expuestos a placas fotosensibles y la radiactividad 
incorporada medida en un densitómetro BAS-1500 (Fujifilm), usando el programa Tina 
versión 2.09e. 
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4.21 Preparación de complejos molde-cebador 
heteropoliméricos 
 Con el fin de estudiar la incorporación de distintos nucleótidos catalizada por 
las polimerasas 3Dwt y 3D mutantes, se han empleado las moléculas de RNA 
representadas en la Figura 4.2. La mayoría de estas moléculas fueron diseñadas de 
tal forma que una misma secuencia pueda hibridar consigo misma y poder actuar 
como molde y cebador de la reacción (Arnold & Cameron, 2000). Estos RNAs se 





 Todos los RNAs (Dharmacon) fueron marcados radiactivamente e hibridados 
tal como se describe a continuación. 
 
4.21.1 Marcaje en 5’ de complejos molde-cebador con 32P 
 
 Los cebadores fueron marcados en el extremo 5’ con [#32P] ATP (5 !Ci, 10 
mCi/ml) (Amersham) empleando 10 unidades de polinucleótido kinasa de T4 (New 
England Biolabs). La reacción tuvo lugar en presencia de 70 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 
mM MgCl2, 5 mM DTT y [#32P] durante 45 minutos a 37ºC. La polinucleótido kinasa fue 
32P-5 ’ -UGCAGGGCCC-3 ’
              3 ’ -CCCGGGACGU-5 ’ - 32P
32P-5 ’ -GCAUGGGCCC-3 ’
              3 ’ -CCCGGGUACG-5 ’ - 32P
32P-5 ’ -ACGUGGGCCC-3 ’
              3 ’ -CCCGGGUGCA-5 ’ - 32P
32P-5 ’ -ACGFuGGGCCC-3 ’
               3 ’ -CCCGGGFuGCA-5 ’ - 32P
32P-5 ’ -CGUAGGGCCC-3 ’
              3 ’ -CCCGGGAUGC-5 ’ - 32P
32P-5 ’ -GUACGGGCCC-3 ’
              3 ’ -CCCGGGCAUG-5 ’ - 32P
32P-5 ’ -CGAUCGCCCU-3 ’
     3 ’ -GCUAGCGGGAAGGGUUGUCAACGCGUCGGACUUACCGCUUACCGC-5 ’M13
sym/sub ACsym/sub AU
sym/sub UA sym/sub CA
sym/sub UG sym/sub Fu
Figura 4.2. Secuencia de los complejos molde/cebador utilizados. 
Figura 4.2 Secuencia de los seis RNA sym/sub (molde/cebador) utilizados. Se incluye también un 
molde/cebador no simétrico (M13), empleado en los ensayos de procesividad. 
M A T E R I A L E S    Y    M É T O D O S !
! 45!
inactivada por calor (10 minutos a 90ºC) y la marca libre eliminada mediante columnas 
de Sephadex G-25 (Mini Quick Spin Oligo Columns; Roche). 
 
4.21.2 Hibridación de RNA 
 
 Los complejos molde-cebador (tanto marcados como no marcados) fueron 
hibridados mediante incubación del RNA a 90ºC durante 1 minuto y posterior 
enfriamiento paulatino en un termociclador Mastercycler (Roche) hasta alcanzar 10ºC. 
Las concentraciones de sym/sub indicadas en cada experimento hacen referencia a la 
concentración final del RNA hibridado. 
4.22 Ensayo de retardo de RNA en gel 
 Para comparar la capacidad de unir RNA de las distintas polimerasas 
purificadas, se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel. La mezcla de la reacción 
incluía un híbrido de RNA (cuya concentración y secuencia se indica en cada caso en 
Resultados), 100 mM MOPS pH 7,0, 10 mM Mg(CH3COO)2, 5% (p/v) polietilenglicol, 
20 mM NaCl y concentraciones crecientes de 3D (250-2000 nM). Dichas mezclas se 
incubaron a 33ºC o 37ºC durante 10 minutos, tras los cuales se aplicaron a un gel de 
poliacrilamida al 4% en tampón TAE-EMSA y 5% glicerol. Para controlar que no 
hubiera uniones inespecíficas se incubó el RNA con BSA (New England Biolabs). La 
electroforesis tuvo lugar a 200 V, 4ºC, 60 minutos en tampón TAE-EMSA. Los geles se 
secaron previamente a ser expuestos a placas fotosensibles para densitometría. 
4.23 Ensayos de incorporación de nucleótidos 
4.23.1 Ensayos de incorporación de nucleótidos en sym/sub 
 Con el fin de evaluar la eficiencia de incorporación de distintos nucleótidos 
sobre el RNA por las polimerasas purificadas, se llevaron a cabo ensayos de 
elongación de RNA sym/sub (Agudo et al., 2010; Ferrer-Orta et al., 2010) (Figura 4.2). 
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Para medir incorporación de nucleótidos en primera posición, la mezcla de reacción 
(30 mM MOPS pH 7,0, 15 mM Mg(CH3COO)2, 1 U/!l RNAsin (Promega), 2 !M de 3D, 
0,5 !M de [32P]-sym/sub) se preincubó a 37ºC durante un mínimo de 15 minutos y 
variable según la polimerasa a ensayar, para permitir la formación del complejo 3D-
RNA. Tras la preincubación, la reacción se inició mediante la adición del NTP cuya 
incorporación se quiere medir, acompañado de un exceso de molde no marcado, que 
sirve como captador de 3D libre y evitar medir incorporaciones por recambio de molde. 
Para medir incorporación de nucleótidos en segunda posición, la mezcla de reacción 
contuvo, además de lo indicado arriba, 1 !M del nucleótido a incorporar correctamente 
en primera posición. La reacción se paró con 83 mM de EDTA a distintos tiempos. Se 
utilizó ATP, UTP, CTP y GTP de Amersham, RTP de Moraveck y FUTP de Jena 
Bioscience. 
 El producto del ensayo se mezcló a partes iguales con un tampón para RNA 
(95% (v/v) de formamida desionizada, 0,025% (p/v) de azul de bromofenol, 0,025% 
(p/v) de xilen-cianol, 5 mM EDTA pH 8,0 y 0,025% (p/v) SDS) y la mezcla calentada a 
70ºC durante 10 minutos. Se aplicó a un gel de poliacrilamida al 23% con 7 M urea en 
TBE y se sometió a electroforesis a 3000 V. Los geles con los productos de la 
reacción resueltos por electroforesis fueron expuestos a placas fotosensibles y 
densitometrados como se ha descrito en apartados anteriores. 
 
4.23.2 Ensayos de incorporación mediante Rapid Quench Flow 
 Con el objetivo medir incorporación de nucleótidos en condiciones de estado 
pre-estacionario (tiempos cortos), se empleó la técnica del quench-flow (KinTec Corp.) 
(Arias et al., 2008). Estos ensayos se realizaron durante una estancia del doctorando 
en el laboratorio del Dr. S. Sarafianos (Universidad de Missouri).! 
 Las reacciones de incorporación en primera posición tuvieron lugar a 37ºC en 
50 mM HEPES pH 7,5, 5 mM MgCl2 y 10 mM 2-mercaptoetanol. La proteína 3D (a 1 
!M de enzima activa) se preincubó con 1 !M de [32P]-sym/sub a 37ºC durante un 
mínimo de 15 minutos, para permitir la formación del complejo 3D-RNA. Para medir 
incorporación de nucleótidos en segunda posición, se añadieron a la preincubación de 
3D con sym/sub 10 !M del nucleótido a incorporar correctamente en primera posición. 
17 !l de esta solución fueron cargados en una de las dos entradas de la máquina de 
quench-flow, y el nucleótido a incorporar, disuelto en el mismo tampón, entró en el 
aparato a través de la otra entrada. Los reactivos se juntaron en el interior del aparato, 
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reduciendo sus concentraciones en un 50%. Las reacciones se pararon a distintos 
tiempos (0,01 - 5 segundos) con 0,5 M de EDTA, recogiendo un mínimo de 7 puntos 
para cada concentración de nucleótido ensayada. Los productos de elongación se 
resolvieron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 23% y 7 M urea. Las 
placas fotosensibles fueron escaneadas con Typhoon FLA 9000 (GE Healthcare) y 
cuantificadas con ImageJ 1.45s. 
 
4.23.3 Análisis de datos cinéticos en condiciones de estado 
pre-estacionario 
 La cantidad de producto generado con cada concentración de nucleótido se 
representó gráficamente en función del tiempo de reacción. Los datos se ajustaron a 
una ecuación de "fase inicial rápida" (
! 
P= A" (1# e#kobs " t ) + kss " t ) usando una regresión 
no lineal con la ayuda del software informático "GraphPad Prism 4" (GraphPad Inc.). 
En la fórmula, A es la amplitud de la fase inicial rápida, que representa el complejo 3D-
sym/sub en el comienzo de la reacción; kobs es la constante de velocidad de 
elongación observada en la incorporación del nucleótido, kss es la constante de 
velocidad del estado estacionario, y t es el tiempo de reacción. La constante de 
velocidad de la fase linear (kcat) se obtuvo dividiendo la pendiente de la fase lineal por 
la concentración de enzima. Para obtener la constante de disociación Kd,NTP para la 
unión del nucleótido al complejo 3D-sym/sub, las constantes de velocidad de 
elongación observadas (kobs) se trazaron en una gráfica frente a la concentración de 
nucleótido y los datos se ajustaron a una ecuación hiperbólica                                          
(
! 
kobs = (kpol " [NTP]) /(KD#NTP + [NTP]) mediante regresión no lineal, donde kpol es la 
tasa óptima de incorporación del nucleótido. 
 
4.23.4 Ensayo de procesividad 
 Para determinar la procesividad (permanencia de 3D en la misma molécula de 
molde durante la polimerización), se llevaron a cabo ensayos de elongación 
empleando el molde/cebador [32P]-M13 (Fig. 4.2). 2,5 !M de 3D se incubaron con 0,5 
!M de M13 en presencia de 30 mM MOPS, 15 mM Mg(CH3COO)2 y RNAsin (1 U/!l; 
Promega) durante 30 minutos a 37ºC. Transcurrido este tiempo, se añadió una mezcla 
de ATP, UTP y CTP (a una concentración final de 50 !M cada uno) junto con un 
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exceso de molde sin marcar (5 !M) que actúa como captador. La reacción tuvo lugar 
durante 5 minutos y se detuvo mediante la adición de EDTA. El análisis posterior fue 
igual al descrito en el apartado 4.23.1. 
 
4.24 Ensayos de actividad de la proteína 2C del VFA 
4.24.1 Ensayos de actividad ATPasa 
 Con el objeto de confirmar que las proteínas 2C purificadas con los primeros 33 
aminoácidos delecionados conservan su actividad, se llevaron a cabo ensayos de 
actividad ATPasa. La reacción tuvo lugar en 50 mM MOPS pH7,5, 2 mM MgCl2, 5 mM 
DTT y 1 !M [#32P] ATP, a 37ºC; se inició con la adición de 2C (3 !M concentración 
final) y fue detenida trascurridas 2 horas mediante la adición de EDTA. El producto de 
la reacción se aplicó a una placa de PEI-celulosa (TLC 20x20; Merck). La 
cromatografía en capa fina se resolvió con 0,85 M NaH2PO4 y fue analizada en un 
densitómetro BAS-1500 (Fujifilm). 
 
4.24.2 Ensayos de desestabilización de ácidos nucleicos 
 La separación de las hebras de DNA por 2C fue observada mediante ensayos 
de actividad helicasa (Adedeji et al., 2012) con moldes marcados fluorescentemente 
con cianina (Cy3, Integrated DNA Technologies). Estos ensayos se realizaron durante 
la estancia del doctorando en el laboratorio del Dr. S. Sarafianos (Universidad de 
Missouri). 
 La reacción se desarrolló en una solución con 25 mM MOPS pH 7,0, 10 mM 
NaCl, 0,1 mg/ml BSA, 5 mM MgCl2, 1 !M de 2C y 0,1 !M de un DNA con doble banda 
parcial (Figura 4.3) a 37ºC, durante el tiempo indicado en cada caso en el apartado de 
Resultados. La mezcla también contuvo 20 !M de un ácido nucleico de hebra sencilla 
capaz de hibridar con la hebra no marcada del sustrato de la reacción, actuando como 
captador en la reacción. Las reacciones se detuvieron con la adición del mismo 
volumen de tampón de carga para la electroforesis (100 mM EDTA, 0,2% SDS y 20% 
glicerol). La hebra sencilla liberada por la reacción y el ácido nucleico de doble banda 
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CGTATCTGAGCCTGGGCGA-3 ’















5 ’ -AGTGGTGGTCGTATCTGAGCCTGGGCGA-3 ’
















RNA 31/18mer5 ’ -CGCAGUCUUCUCC
Figura 4.4. Secuencia de los sustrados de doble banda empleados para los ensayos de desestabilización de ácidos nucleicos.
no separado fueron resueltos en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 6% 
con tampón TB, que fue sometido a 150 V durante 4 horas. El control de máxima 
separación del ácido nucleico fue el ácido nucleico de doble banda sometido a 
desnaturalización a 95ºC durante 10 minutos y cargado inmediatamente en el gel. Los 










4.25 Disoluciones y tampones utilizados 
• PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM Na2HPO4, pH 6,8.  
• Solución de Tripsina-EDTA: 0,5 mg/ml Tripsina (Sigma), 0,016% 
etilendiaminotetraacetato sódico  (EDTA; Merck), 0,001% rojo fenol (Merck), 
diluidos en PBS. 
• Solución de X-gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-%-D-galactopiranósido 2% (X-gal, 
Roche) en dimetilformamida (Merck). 
• Solución de IPTG: isopropil-%-D-tiogalactopiranósido en agua destilada. 
• Tampón de resuspensión: 50 mM Tampón fosfato pH 7,8, 300 mM NaCl. 
• Tampón A: 50mM Tampón fosfato pH 6,0, 500 mM NaCl. 
• Tampón de diálisis: 50mM Tris HCl,  pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 1 mM 
DTT y 1 mM EDTA. 
• TAE: 40 mM Tris acetato, pH 8,3, 1 mM EDTA. 
Figura 4.3 Secuencia de los complejos molde/cebador utilizados en los ensayos de actividad 
helicasa. Se indica la posición de la marca fluorescente Cy3 en el extremo 5' de una de las bandas. 
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• TAE-EMSA: 120 mM Tris acetato, pH 7,5, 5 mM EDTA. 
• TBE: 90 mM Tris base, 90 mM ácido bórico, 2 mM EDTA. 
• TB: 85 mM Tris HCl, 85 mM borato. 
• TE: 10 mM Tris HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA. 
• Tampón Tris-Tricina: 200 mM Tricina, 200 mM Tris, 0,5% SDS. 
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5 Resultados 
5.1 Variantes del VFA resistentes a ribavirina 
 Al tratar el virus de la poliomielitis (PV) con el análogo de nucleósido ribavirina 
(R), se obtuvo una única sustitución de resistencia al mutágeno: la sustitución G64S 
en la proteína 3D (Pfeiffer & Kirkegaard, 2003; Vignuzzi et al., 2006). Sin embargo, la 
sustitución G62S (equivalente en el VFA a G64S) nunca fue seleccionada en las 
poblaciones del VFA pasadas en presencia de R y, en su lugar, se seleccionó la 
sustitución de M296I (Sierra et al. 2007). Con el objeto de entender por qué la 
sustitución G62S no se seleccionó en el VFA, se construyeron los clones infecciosos 
con las sustituciones G62S, M296I y ambas G62S-M296I. Estos virus fueron pasados 
5 veces en ausencia y presencia de ribavirina por triplicado y secuenciados. Los 
resultados mostraron inestabilidad genética del pMT28-3D(G62S), que revirtió en 2 de 
3 de los pases seriados en ausencia de R, pero no en su presencia. Sin embargo, el 
pMT28-3D(G62S-M296I) permaneció estable tanto en presencia como en ausencia de 
R.!
5.1.1 Cinética de crecimiento de poblaciones del VFA en 
ausencia y presencia de ribavirina 
 Los virus pMT28wt, pMT28-3D(M296I), pMT28-3D(G62S) y pMT28-3D(G62S-
M296I) se utilizaron para infectar, a una m.d.i. de 0,05 PFU/célula, monocapas de 
células BHK-21, en presencia de 0, 200, 400 y 800 !M R, y se determinó la 
infectividad de estos virus a distintos tiempos post-infección (Figura 5.1.1). Las 
cinéticas de producción de virus no mostraron diferencias importantes entre los 4 virus 
ensayados (Figura 5.1.1). Cuando se calculó la relación entre el título viral obtenido en 
ausencia de R con el título obtenido a distintas concentraciones de R a 10h y 24h 
post-infección (Figura 5.1.2), se observó una menor diferencia de títulos en el caso de 
todos los virus mutantes. Así, mientras que el virus wt presenta un título 300 veces 
inferior en presencia de la máxima concentración de R ensayada que en su ausencia, 
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los mutantes presentan una diferencia de entre 70 y 130 veces (p<0,01 en todos los 
mutantes; ANOVA de un factor). Estos resultados sugieren una menor sensibilidad a la 
acción antiviral de la R de los virus pMT28-3D(M296I), pMT28-3D(G62S) y pMT28-
3D(G62S-M296I) que del virus silvestre. 
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Figura 5.1.1 Cinéticas de producción viral a distintas concentraciones de R. Se muestran, 
para cada una de las poblaciones virales indicadas, los títulos virales (expresados en PFU/ml) 
determinados para el sobrenadante recogido a distintos tiempos post-infección. La línea negra es la 
cinética de producción viral en ausencia de R y las líneas con distintas tonalidades de naranja 
muestran la producción viral a las distintas concentraciones de R indicadas. 




5.1.2 Aparición de mutaciones secundarias tras pases 
sucesivos del pMT28-3D(G62S-M296I) 
 Tras realizar las cinéticas de producción viral descritas en el apartado 5.1.1, se 
secuenciaron las distintas poblaciones de virus obtenidas (pase 1). La secuencia 
consenso de la región codificante de 3D permaneció sin cambios, excepto por la 
presencia de la sustitución F350L (mutación U7659A) en 3D, en mezcla con el residuo 
original, en las poblaciones del virus pMT28-3D(G62S-M296I) pasadas sin y con R 
(Figura 5.1.3). Para estudiar si esta nueva mutación se acabaría imponiendo en la 
población, los distintos virus fueron pasados en ausencia y presencia de 800 !M de R. 
Tras 3 pases adicionales (pase 4) se secuenciaron las regiones del OriC (cre), 2C y 
3D de todas las poblaciones (Figura 5.1.3). La sustitución F350L se impuso en la 
población de pMT28-3D(G62S-M296I) pasada en ausencia de R, pero no en 
presencia. Adicionalmente, se impuso la sustitución I85V (mutación A4597G) en la 
































































Figura 5.1.2 Efecto de la R sobre los mutantes del VFA con las sustituciones M296I y 
G62S en 3D. Se muestra la relación entre el título viral obtenido en la infección en ausencia de R 
por el título en presencia de la concentración indicada de R.!
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5.1.3 Las polimerasas mutantes incorporan menos ribavirina 
que la polimerasa wt en ensayos bioquímicos 
 Con el fin de conocer los mecanismos moleculares que subyacen a la 
resistencia a R observada, se expresaron y purificaron las 4 polimerasa: 3Dwt, 
3D(M296I), 3D(G62S) y 3D(G62S-M296I). Estas proteínas se usaron para resolver la 
estructura cristalográfica de cada una de ellas, así como para estudiar la incorporación 
de distintos nucleótidos sobre moldes heteropoliméricos. 
 Para determinar si las polimerasas pueden discriminar el RTP (ribavirina 
trifosfato) como sustrato de elongación de RNA en relación con GTP o ATP, se 
emplearon moldes/cebadores sym/sub (apartado 4.20 de Materiales y Métodos). La 
incorporación de GMP o AMP en primera posición del sym/sub CA o sym/sub UA, 
respectivamente, fue muy rápida, con aproximadamente el 30% del molde elongado 
en los primeros 20 segundos. A los 20 minutos de reacción con sym/sub CA, la 
incorporación de GMP fue 1,9 veces mayor que la de RMP para la 3Dwt, y de 5,2 a 
18,9 veces mayor en el caso de las polimerasas mutantes (Figura 5.1.4). Las 
incorporaciones de AMP en ensayos similares, pero llevados a cabo con el sym/sub 
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Figura 5.1.3 Diagrama de pases y secuencias consenso. En la parte superior se esquematizan 
los pases a los que fueron sometidos los virus pMT28wt, pMT28-3D(M296I), pMT28-3D(G62S) y 
pMT28-3D(G62S-M296I) (virus iniciales) en ausencia (negro) y presencia de 800 !M de R (naranja). En 
las tablas de la parte inferior se muestran las sustituciones aparecidas en las regiones de  2C y 3D en 
los pases señalados. Se indica la proteína y después el cambio de aminoácido. Las sustituciones que se 
encuentran en mezcla dentro de la población (40-60% de cada residuo) se muestran con una barra (/). 
La ausencia de cambios se representa con un guión (-).!
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UA, fueron de 7,3 veces la de RMP en el caso de 3Dwt y de 16,3 a 20,9 en el caso de 
las polimerasas mutantes (Figura 5.1.5). Estas diferencias fueron significativas 
(p<0,01; ANOVA de un factor). Además de corroborar un descenso en la incorporación 
de RMP gracias a la sustitución M296I (Sierra et al., 2007), estos experimentos 
demuestran que la sustitución G62S disminuye la capacidad de polimerización de 3D, 
y ayuda a discriminar RTP frente a GTP o ATP. Tomando 1200s como tiempo para el 
que se tienen valores comparativos, el descenso de la actividad de incorporación 
debida a G62S fue de 1,4 veces para GTP, 1,7 veces para GTP, 4,6 para RTP frente a 
C y 4,2 para RTP frente a U. Estas diferencias son estadísticamente significativas 
(p<0,01; ANOVA de un factor). 
5.1.4 La sustitución G62S provoca descensos de actividad 
enzimática de la polimerasa 
! Se han estudiado las actividades enzimáticas de polimerización y uridilación de 
VPg de 3D(M296I), 3D(G62S) y 3D(G62S-M296I) en relación con 3Dwt. La actividad 
de polimerización relativa se calculó llevando a cabo ensayos de extensión de un 
molde poli(A)/oligo(dT) (apartado 4.20.1 de Materiales y Métodos). Se cuantificó 
mediante densitometría la cantidad de [!-32P] UTP incorporado y se relativizó a los 
datos de 3Dwt (Figura 5.1.6). Mientras que 3D(M296I) muestra una reducción de casi 
un 40% en actividad de polimerización, las polimerasas con la sustitución G62S 
apenas conservan un 30% de la actividad que presenta 3Dwt. Se ha observado un 
defecto en ambas actividades cuando la sustitución G62S está presente en la 
polimerasa. Estos datos enzimáticos se corresponden con datos de unión a RNA 
obtenidos en el laboratorio por la Dra. Macarena Sierra, que indicaron que las 
polimerasas con la sustitución G62S presentan defectos de unión a RNA (Ferrer-Orta 
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Figura 5.1.4 Incorporación de nucleótidos en el molde/cebador sym/sub CA por 3Dwt, 
3D(M296I), 3D(G62S) y 3D(G62S-M296I). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de 
la incorporación de GMP (G) o RMP (R) en el sym/sub CA (en caja amarilla) por las polimerasas 
indicadas. 10-mer hace referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original) y 11-mer es el RNA 
producido al ser elongado por la polimerasa. (B) Porcentaje de sym/sub elongado en función del tiempo 
de reacción de las polimerasas indicadas. Las cinéticas de incorporación de GMP se representan en 
azul y las de incorporación de RMP se muestran en naranja.!
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Figura 5.1.5 Incorporación de nucleótidos en el molde/cebador sym/sub UA por 3Dwt, 
3D(M296I), 3D(G62S) y 3D(G62S-M296I). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de 
la incorporación de AMP (G) o RMP (R) en el sym/sub UA (en caja amarilla) por las polimerasas 
indicadas. 10-mer hace referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original) y 11-mer es el RNA 
producido al ser elongado por la polimerasa. (B) Porcentaje de sym/sub elongado en función del tiempo 
de reacción de las polimerasas indicadas. Las cinéticas de incorporación de AMP se representan en 
verde y las de incorporación de RMP se muestran en naranja.!
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 La actividad de uridilación de VPg se midió en 3 condiciones diferentes: en 
presencia de Mn++ y poli(A), en presencia de Mg++, cre y 3CD y en presencia de Mn++,  
cre y 3CD (apartado 4.20.2). Sorprendentemente, los resultados de los experimentos 
realizados en distintas condiciones difieren entre ellos. Mientras que las distintas 
polimerasas muestran niveles de uridilación similares entre sí cuando la reacción tiene 
lugar empleando poli(A) como molde de la reacción en presencia de Mn++ (Figura 
5.1.7.A), los niveles de uridilación de las polimerasas con la sustitución G62S bajan 
drásticamente cuando lo que se emplea como molde de uridilación es el RNA cre 
(Figura 5.1.7.B) (p<0,01; ANOVA de un factor). También se observa un descenso de 
actividad con RNA cre y 3CD sustituyendo el Mg++ por Mn++, pero el descenso no es 

























Figura 5.1.6 Ensayo de actividad de 3Dwt, 3D(M296I), 3D(G62S) y 3D(G62S-M296I). Se muestra 
la actividad específica relativa a 3Dwt (azul) (5,3 pmol de UTP incorporado/min x !g de enzima), 
determinada en ensayos de polimerización, empleando como molde una molécula de poli(A) y como 
cebador un oligo(dT) de 15 nucleótidos de longitud.!







































Figura 5.1.7 Uridilación de VPg por distintas polimerasas. (A) Ensayo de uridilación de VPg 
realizado en presencia de Mn++ y poli(A). En el panel de la izquierda se muestra la actividad de 
uridilación relativa a 3Dwt (9,6 x 10-2 pmol de UTP incorporado en VPg/min x !g de 3D). A la derecha se 
muestra uno de los geles de poliacrilamida que fueron analizados para el cálculo de la uridilación, donde 
se observa una banda correspondiente a [!-32P]UTP libre (UTP*) y una banda de [!-32P]UTP unida a 
VPg-1 (VPg-U*). (B) Igual que en (A), pero el ensayo fue llevado a cabo en presencia de Mg++, 3CD y 
cre, donde la actividad de 3Dwt es de 4,9 x 10-2 pmol de UTP incorporado en VPg/min x !g de 3D. (C) 
Igual que (B), pero empleando como catión Mn++en vez de Mg++. La actividad de 3Dwt es de 1,2 pmol de 
UTP incorporado en VPg/min x !g de 3D. Las reacciones se efectuaron tal como se describe en 4.20.2, 
excepto que el tiempo del ensayo fue de 150 minutos. Los ensayos se realizaron por triplicado y se 








































































5.2 Variantes de VFA seleccionados en presencia de                 
5-fluorouracilo 
 A pesar de haber propagado previamente el VFA en presencia 5-fluorouracilo 
(FU) en nuestro laboratorio, nunca se seleccionaron mutaciones de resistencia a este 
compuesto. Para tratar de obtener una población más adecuada para seleccionar un 
mutante de resistencia a FU, la Dra. Macarena Sierra pasó el VFA MARLS 
(Charpentier et al., 1996) 30 veces en presencia de ribavirina (R) (Sierra et al., 2007). 
Así obtuvo una población viral de alto fitness, con un espectro de mutantes expandido 
y cuya secuencia consenso incluía M296I, indicativa de selección por R. Tras 15 
pases de esta población en ausencia o presencia de 50 ó 200 !g/ml de FU, la 
sustitución M296I en la proteína 3D revirtió y una nueva sustitución (V173I, resultante 
de la transición G7126A) en 3D dominó en la población tratada con 200 !g/ml de FU. 
Se decidió investigar dicha sustitución por su posible implicación en resistencia a FU.  
5.2.1 Cinética de crecimiento de poblaciones del VFA en 
ausencia y presencia de 5-fluorouracilo 
 Para la caracterización biológica del virus con la sustitución V173I en la 
proteína 3D se construyó el clon infeccioso pMT28-3D(V173I) (apartado 4.14 de 
Materiales y Métodos). Además de la mutación G7126A, se introdujo la transversión 
silenciosa A7128C, que sirvió como marcador del mutante clonado (oligonucleótido 
descrito en la Tabla 4.5). ! Los virus pMT28wt y pMT28-3D(V173I) se emplearon para infectar, a una m.d.i. 
de 0,05 PFU/célula, monocapas de células BHK-21 en presencia 0, 50, 100, 200 y 400 
!g/ml de FU. Las cinéticas de producción de virus no mostraron diferencias 
significativas entre los virus ensayados (Figura 5.2.1).!
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5.2.2 Pases seriados de pMT28wt y pMT28-3D(V173I) en 
presencia de 5-fluorouracilo 
! Para aumentar la posibilidad de detectar diferencias de producción de progenie 
entre pMT28wt y pMT28-3D(V173I), los virus se sometieron a infecciones sucesivas 
en ausencia o presencia de FU. Inicialmente se dieron 5 pases en ausencia o 
presencia de 100, 200 y 400 !g/ml de FU (Figura 5.2.2). Se determinó la secuencia 
consenso de la región 3D de las poblaciones generadas para comprobar la estabilidad 
de la sustitución V173I y descartar la aparición de nuevas mutaciones en la 
polimerasa. Las secuencias consenso de las poblaciones analizadas se mantuvieron 
inalteradas a lo largo de los 5 pases, tanto en ausencia como en presencia de FU. 
 Los pases en ausencia de FU indicaron que la producción del virus mutante es 
similar a la del virus silvestre (Figura 5.2.3). Se observó un descenso en título viral de 
aquellos virus pasados en presencia de FU, siendo mayor a mayores concentraciones 
de FU. Este descenso fue ligeramente menor en el caso del virus mutante (p=0,001; 
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Figura 5.2.1 Cinéticas de producción viral a distintas concentraciones de FU. Se muestran 
para pMT28wt (panel de la izquierda) y pMT28-3D(V173I) (panel de la derecha) los títulos virales 
(expresados en PFU/ml) determinados para el sobrenadante recogido a los tiempos post-infección 
indicados en abscisa. La línea negra es la cinética de producción viral en ausencia de FU y las líneas 
con distintas tonalidades de azul muestran la producción viral en presencia de concentraciones 














 Tras comprobar la estabilidad de la sustitución V173I, se prolongó el 
tratamiento con 400 !g/ml de FU durante 5 pases más (Figura 5.2.2). La secuencia 
consenso de la región 3D de las poblaciones resultantes permaneció sin alterar. No 
obstante, también se secuenciaron las regiones que comprenden el RNA cre, el 
péptido VPg y la región de 2C y se detectó la presencia de la sustitución I85V en la 
proteína 2C en las poblaciones pasadas en presencia de FU. Esta sustitución es la 
misma que se impuso al pasar pMT28-3D(G62S-M296I) en ausencia o presencia de R 
(apartado 5.1.2). De nuevo, la producción de pMT28wt y pMT28-3D(V173I) a lo largo 







































































100 !g/ml FU 
200 !g/ml FU
400 !g/ml FU
Figura 5.2.2 Diagrama de los pases seriados del VFA en ausencia y presencia de FU. Los 
clones infecciosos pMT28wt y pMT28-3D(V173I), representados con un cuadrado negro, fueron 
sometidos a 5 pases en células BHK-21 en paralelo en ausencia (negro) y presencia de 100, 200 y 400 
!g/ml de FU (distintas tonalidades de azul). Las poblaciones virales se representan con círculos vacíos, 
y 'p' seguido de un número indica el número de pase. Se prosiguió con 5 pases más en ausencia y 
presencia de 400 !g/ml de FU. 
 
 
Figura 5.2.3 Infectividad de pMT28wt y pMT28-3D(V173I) pasados en ausencia o presencia de 
distintas concentraciones de FU. Se muestra la infectividad expresada en PFU/ml a lo largo de 5 
pases de pMT28wt (panel de la izquierda) y pMT28-3D(V173I) (panel de la derecha). Los 
sobrenadantes se recogen a 24 post-adsorción. Las líneas negras muestran la infectividad de las 
poblaciones pasadas en ausencia de FU y en azul se representan las infectividades de las poblaciones 
virales pasadas en presencia de concentraciones crecientes de FU. 




5.2.3 Niveles de RNA viral e infectividad específica de las 
poblaciones pMT28wt y pMT28-3D(V173I) pasadas en presencia 
o ausencia de 5-fluorouracilo 
 Con el objeto de determinar la infectividad específica [i.e. producción de 
partículas infecciosas (PFU) respecto al número total de genomas víricos en la 
población] de cada virus a lo largo de los pases, se midió la cantidad de RNA viral 






















































































Figura 5.2.4 Infectividad de las 
poblaciones pMT28wt y pMT28-3D(V173I) 
pasadas en ausencia o presencia de 400 
!g/ml FU. Se muestra la infectividad 
expresada en PFU/ml a lo largo de 10 pases 
de pMT28wt (círculos) y pMT28-3D(V173I) 
(cuadrados), abreviados como wt y V173I, 
respectivamente. Las líneas negras y 
símbolos vacíos muestran la infectividad de 
las poblaciones pasadas en ausencia de FU 
y en azul y símbolos llenos se representan 
las infectividades de las poblaciones virales 
pasadas en presencia de 400 !g/ml FU. 
Figura 5.2.5 Níveles de RNA viral de las poblaciones pMT28wt y pMT28-3D(V173I) pasadas en 
ausencia o presencia de 400 !g/ml FU. Los niveles de RNA fueron determinados mediante RT-PCR 
a tiempo real a partir de extracciones del sobrenadante del medio de infección. Se muestra el número 
de moléculas de RNA/ml en el sobrenadante del medio de cultivo a lo largo de 10 pases de pMT28wt 
(panel de la izquierda) y pMT28-3D(V173I) (panel de la derecha). Las líneas negras y símbolos vacíos 
muestran los niveles de RNA de las poblaciones pasadas en ausencia de FU y en azul y símbolos 
llenos se representan los niveles de RNA de las poblaciones virales pasadas en presencia de 400 
!g/ml FU. 
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 Ambos virus mostraron un notable descenso en la cantidad de RNA al ser 
pasados en presencia de FU, siendo en ambos casos de hasta 2 órdenes de 
magnitud. 
 Los valores de infectividad específica son menores en aquellas poblaciones 
tratadas con FU (p=0,002; ANOVA de un factor), hecho característico de la 
mutagénesis letal (Domingo et al., 2012). Sin embargo, las diferencias entre la 
infectividad específica de pMT28wt y pMT28-3D(V173I) son escasas y no se observa 
un descenso gradual a lo largo de los pases (Figura 5.2.6). !
 
5.2.4 Análisis del espectro de mutantes de poblaciones de 
pMT28wt y pMT28-3D(V173I) 
! Dada la similitud del virus mutante con el virus silvestre en cuanto a niveles de 
infectividad y de producción de RNA, se analizó la composición de las cuasiespecies 
generadas tras 10 pases en ausencia o presencia de FU, con el objetivo de 
desentrañar las posibles bases moleculares que expliquen la selección de la 
sustitución V173I en presencia de FU.! Los resultados (Tabla 5.2.1) muestran 




















































Figura 5.2.6 Infectividad específica de poblaciones virales derivadas de los clones 
infecciosos pMT28wt y pMT28-3D(V173I) pasadas en ausencia o presencia de 400 !g/ml FU. 
Infectividad específica medida por PFU/nº de moléculas de RNA de las poblaciones virales pMT28wt 
(panel de la izquierda) y pMT28-3D(V173I) (panel de la derecha) pasadas 10 veces en ausencia 
(líneas negras; símbolos vacíos) o presencia de 400 !g/ml de FU (líneas azules; símbolos llenos). Los 
valores de infectividad específica son el resultado de dividir los valores mostrados en la Figura 5.2.4 
por los valores mostrados en la Figura 5.2.5. 
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consecuencia del tratamiento con FU. La frecuencia de mutación del mutante y la 
entropía de Shannon, son menores que las alcanzadas con el virus wt tanto en 
presencia como en ausencia de FU, aunque las diferencias en frecuencias de 
mutación no son significativas. 
Población Frecuencia de mutación Entropía de Shannon 
Nº de nucleótidos 
secuenciados 
(clones analizados) 
pMT28wt p10 5,9 x 10
-4 
a 
0,67 72610 (53) 
pMT28wt 
+ 400 !g/ml FU p10 
18,4 x 10-4 
b 
1 52060 (38) 
pMT28-3D(V173I) 
p10 
4,8 x 10-4 
a 
0,48 68500 (50) 
pMT28-3D(V173I) 
+ 400 !g/ml FU p10 
17,5 x 10-4 
b 
0,97 58910 (43) 
 El sesgo mutacional a favor de transiciones A!G y U!C se acentúa mediante 
el tratamiento con FU (Agudo et al., 2009; Agudo et al., 2008; Grande-Pérez et al., 
2002). Con pMT28wt se observó un aumento en la proporción de transiciones A!G y 
U!C (Tabla 5.2.2; Figura 5.2.7), pero la presencia de la sustitución V173I en la 
polimerasa del virus condujo a un descenso significativo de la proporción de 
transiciones A!G y U!C. Es decir, la presencia de la sustitución V173I en 3D modula 
la proporción de las distintas transiciones en el sentido de compensar el exceso de 
A!G y U!C que provoca el FU (ver Discusión, apartado 6.2.2). 
 Las mutaciones causantes de sustituciones encontradas en los espectros de 
mutantes de las distintas poblaciones pasadas en presencia de FU se hallan 
repartidas a lo largo de la región codificante de 3D, sin aparente acumulación de 
mutaciones en zonas concretas (Fig. 5.2.8; Tabla A.2 del Anexo). Asimismo, no se 
detectó una mayor preponderancia de sustituciones que podamos predecir como 
menos desfavorables en el virus mutante (Figura 5.2.8). 
Tabla 5.2.1. Complejidad de las cuasiespecies derivadas de pMT28wt y pMT28-3D(V173I) 
pasadas 10 veces en ausencia o presencia de FU. El estudio del espectro de mutantes de estas 
poblaciones se basa en el análisis de la secuencia de la región de 3D comprendida entre los nucleótidos 
6610 y 7980 de las poblaciones indicadas, tal y como se describe en el apartado 4.12 de Materiales y 
Métodos. La frecuencia de mutación está expresada como el número total de mutaciones diferentes 
encontradas, respecto al número total de nucleótidos secuenciados. ap-valor = 0,44 ("# con corrección de 
Yate); bp-valor = 0,76 ("# con corrección de Yate). La entropía de Shannon fue calculada tal y como se 
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16 6 13 4 3 x A$C 1 x U$G 43 2,9 
pMT28wt 
+ 400 !g/ml 
FU p10 
35 8 46 7 0 96 5,4 
pMT28-
3D(V173I) p10 12 3 13 3 2 x U$A 33 4,2 
pMT28-
3D(V173I) 
+ 400 !g/ml 
FU p10 





Tabla 5.2.2. Tipos de mutaciones en los espectros de mutantes de pMT28wt y pMT28-3D(V173I) 
pasadas 10 veces en ausencia o presencia de FU. Las mutaciones son las presentes en los clones 
analizados en la Tabla 5.2.1 y están detalladas en la Tablas A.1 y A.2 del Anexo. Se muestra el número 


















Figura 5.2.7 Proporción de los tipos de mutaciones 
encontradas en las poblaciones derivadas de pMT28wt 
y pMT28-3D(V173I) pasadas en ausencia o presencia 
de 400 !g/ml FU. Del total de mutaciones aparecidas en 
cada una de las poblaciones, se muestra el porcentaje de 
transiciones A!G y U!C (azul marengo), G!A y C!U 
(burdeos) y transversiones (amarillo). Mientras que el 
tratamiento con FU causó un aumento en el número de 
transiciones A!G y U!C de 67% a 84% con pMT28wt, el 
tratamiento con FU de pMT28-3D(V173I) produjo un 
descenso de 76% a 73% de transiciones A!G y U!C. 
Los cambios en el patrón de transiciones provocados por 
FU en el virus silvestre son estadísticamente significativos 
(p-valor=0,003; ANOVA de dos factores con interacción), 
mientras que el sesgo mutacional del virus mutante se 
mantuvo inalterado (p-valor=0,910; ANOVA de dos 
factores con interacción). 
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Figura 5.2.8 Distribución de las mutaciones no silenciosas encontradas en 3D de las 
poblaciones tratadas con FU. Esquema del gen que codifica la 3D del VFA, región que ha sido 
secuenciada para el análisis de los espectros de mutantes, donde se señalan los residuos que sufren 
cambios en las poblaciones tratadas con FU analizadas respecto a los clones infecciosos de partida. 
Los motivos conservados A, B, C, D, E, F y G de 3D están enmarcados en líneas discontinuas, los 
residuos semiconservados o conservados se indican en gris y salmón respectivamente, y cada 
mutación aparecida se marca con una flecha bajo el residuo correspondiente. El color de las flechas 
indica la probabilidad de cada sustitución, que está evaluada según la matriz de sustituciones PAM250 
(Feng & Doolittle, 1996). Según la matriz PAM250, un valor positivo (flechas naranjas) indica una 
mayor probabilidad de presencia de lo que cabría esperar por fenómenos estocásticos y un valor 







5.2.5 Eficacia biológica (fitness) relativa de pMT28-3D(V173I) en 
ausencia y presencia de 5-fluorouracilo 
 La sustitución V173I en la proteína 3D fue seleccionada tras el tratamiento del 
VFA con FU y hemos observado una menor proporción de aquellos tipos de 
mutaciones provocados por la acción mutagénica del FU (apartado 5.2.4). Para saber 
si esta sustitución confiere una ventaja adaptativa frente a FU, el clon infeccioso 
pMT28-3D(V173I) fue sometido a competición con pMT28wt, con el fin de determinar 
la eficacia biológica del virus mutante en relación con el silvestre, en ausencia o 
presencia de FU. Las competiciones se realizaron durante 8 pases en presencia de 0, 
100, 200 y 400 !g/ml de FU, siguiendo los procedimientos descritos en el apartado 
4.11 de Materiales y Métodos. 
+ +
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Figura 5.2.9 Eficacia biológica de pMT28-3D(V173I) relativa a pMT28wt en presencia de 
distintas concentraciones de FU. (A) Las competiciones tuvieron lugar al infectar células BHK-21 
con una m.d.i. de 0,1 PFU/cél de una mezcla de los dos virus, con una proporción inicial de pMT28-
3D(V173I) respecto a pMT28wt de entre 0,1 y 1. Se realizaron 8 pases tanto en ausencia de FU como 
en presencia de las distintas concentraciones de FU indicadas. La proporción de los dos virus en 
competición se determinó midiendo en cada pase las cantidades de RNA de cada tipo por RT-PCR a 
tiempo real con cebadores discriminatorios. Dichas proporciones fueron determinadas en cada pase, 
dispuestos en las gráficas que se muestran y los distintos puntos ajustados a la ecuación que se indica 
en cada panel. Los valores de eficacia biológica relativa de pMT28-3D(V173I) obtenidos son: 0,66 en 
ausencia de FU, 1,20 en presencia de 100 !g/ml FU, 1,39 en presencia de 200 !g/ml FU y 1,47 en 
presencia de 400 !g/ml FU. (B) Representación de los valores de fitness relativo en función de la 
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 Los resultados mostraron que la sustitución V173I provoca un coste de eficacia 
biológica en el VFA en ausencia de FU y que hay un aumento de eficacia biológica 
relativa del virus mutante dependiente de la concentración de FU (Figura 5.2.9). Estos 
datos sugieren que la sustitución V173I está implicada en la adaptación del VFA a FU.!
5.2.6 Efecto de la frecuencia de mutación sobre adaptabilidad 
! Para determinar si el descenso en frecuencia de mutación observado en el 
virus mutante (Tabla 5.2.1) tiene algún impacto sobre la capacidad adaptativa del 
virus, se llevaron a cabo ensayos de inhibición con cloruro de guanidinio (GuH) 
(Pfeiffer et al. 2003). Estos experimentos nos permitieron comparar la frecuencia de 
generación estocástica de mutantes resistentes a GuH durante el transcurso de un 
pase citolítico del virus. 
 Como experimento control previo, se infectaron células BHK-21 con los clones 
biológicos pMT28wt, pMT28-2C(K169R) y pMT28-2C(M159L) (obtenidos como se 
detalla en el apartado 4.13 de Materiales y Métodos) tanto en ausencia como en 
presencia de 3 y 4 mM GuH. Los clones biológicos con las sustituciones K169R y 
M159L en la proteína 2C se obtuvieron de poblaciones tratadas con GuH que 
adquirieron resistencia a este compuesto (Pariente et al., 2003). Los resultados de 
este ensayo previo muestran que, mientras que el virus silvestre pierde casi un 90% 
de infectividad al ser tratado con 3 mM GuH y el 100% con 4 mM, los virus resistentes 
a GuH no tienen descensos importantes de título viral (Figura 5.2.10.A). 
 El experimento realizado con dos clones biológicos de pMT28wt y dos de 
pMT28-3D(V173I) mostró, en términos generales, mayores pérdidas de producción 
viral del virus mutante en presencia de GuH (Figura 5.2.10.B) (p=0,001; ANOVA de un 
factor para las diferencias encontradas entre los clones de pMT28wt y pMT28-
3D(V173I) a 48 horas con 3 mM de GuH). Este resultado puede ser indicativo de un 
aumento de la fidelidad de copia de 3D propiciado por la sustitución V173I, a pesar de 
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Figura 5.2.10 Crecimiento de clones biológicos en presencia de GuH. Los clones biológicos de 
los distintos virus se obtuvieron tras infectar células BHK-21 en medio semisólido, a una m.d.i. tal que 
se pudiesen obtener placas de lisis distinguibles. De las placas de lisis se extrajeron por succión los 
distintos clones y se diluyeron en DMEM. Los clones biológicos obtenidos se diluyeron de tal forma que 
se pudiera realizar una nueva titulación del virus en presencia de GuH. (A) Título viral relativo al título 
obtenido en ausencia de GuH de los clones biológicos pMT28wt, pMT28-2C(K169R) y pMT28-
2C(M159L) tras 24 horas post-adsorción en presencia de 0, 3 ó 4 mM de GuH. (B) Título viral relativo 
al título obtenido en ausencia de GuH de los clones biológicos pMT28wt (dos clones biológicos 
diferentes) y pMT28-3D(V173I) (dos clones biológicos diferentes), tras 24 horas post-adsorción en 
presencia de 0 ó 2 mM de GuH, o tras 48 horas en presencia de 3 ó 4 mM de GuH. !
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 Una diferencia importante entre el VFA con la sustitución V173I y el virus wt es 
la modulación de la proporción de transiciones A!G y U!C en el espectro de 
mutantes tras la replicación de los virus en presencia de FU. Estudios bioquímicos 
realizados anteriormente con polimerasas del VFA resistentes a R lograron elucidar el 
mecanismo molecular subyacente a esta resistencia a la mutagénesis letal (Sierra et 
al., 2007; Arias et al., 2008; Ferrer-Orta et al., 2010; Agudo et al,. 2010). Estos 
estudios mostraron que la incorporación de R es menor por parte de las polimerasas 
mutantes que la enzima silvestre. 
 En el caso del VFA con la sustitución V173I era interesante abordar la 
respuesta adaptativa del VFA al FU mediante métodos bioquímicos, ya que plantea 
preguntas relevantes como son si el virus adquiere resistencia a la acción inhibitoria 
de FU o a su acción mutagénica o las bases moleculares del discernimiento entre U y 
FU (que difieren en solamente un átomo) y de la modulación del tipo de transiciones 
propiciada por la sustitución V173I. Para abordar estas preguntas, 3Dwt y 3D(V173I) 
fueron expresadas, purificadas y estudiadas bioquímicamente. 
5.2.7 Actividad enzimática de las polimerasas 3Dwt y 3D(V173I) 
 La actividad de las enzimas purificadas se determinó mediante un ensayo 
estándar de síntesis de poli(U) (apartado 4.20.1 de Materiales y Métodos). El ensayo 
se realizó por quintuplicado y los resultados fueron normalizados en función de la 
actividad de 3Dwt (100±8%), siendo la actividad enzimática de 3D(V173I) el 81±6% 
respecto a 3Dwt. Estos resultados indican que la sustitución V173I no produce en 3D 
descensos importantes en la actividad de polimerización de RNA en el ensayo 
estándar. 
5.2.8 Unión de las polimerasas 3Dwt y 3D(V173I) al RNA 
 Para determinar si la sustitución V173I afecta a la unión de la 3D al RNA se 
llevaron a cabo ensayos de retardo en gel con sym/sub UG (apartado 4.22 de 
Materiales y Métodos) y cantidades crecientes de 3D (apartado 4.22). Los resultados 
(Figura 5.2.11) muestran que 3D(V173I) produce un retardo de RNA ligeramente 




5.2.9 Influencia de la sustitución V173I en la inhibición por 
FUTP de la uridilación de VPg 
! El inicio de la replicación del RNA de picornavirus tiene lugar con la uridilación 
de Tyr-3 del péptido VPg (3B) (apartado 2.4 de Introducción) (Ferrer-Orta et al., 2006a; 
Rozovics & Semler, 2010; Wimmer & Paul, 2010). El 5-fluorouracilo trifosfato (FUTP), 
además de ser un agente mutagénico para el VFA, actúa como inhibidor competitivo 
de la uridilación de VPg, ya que forma un enlace covalente entre FUMP y Tyr-3 de 
VPg, impidiendo así la elongación del RNA viral (Agudo et al., 2008) (apartado 2.4 de 
Introducción). Por tanto, era importante discernir entre la actividad inhibitoria y la 
acción mutagénica del FU para poder comprender la ventaja selectiva conferida por la 
sustitución V173I en aquellas poblaciones virales tratadas con FU. Para ello se 
llevaron a cabo experimentos de inhibición por FUTP del péptido VPg con las 
polimerasa purificadas. La capacidad de 3Dwt y 3D(V173I) de uridilar VPg-1 en 
presencia de FUTP fue determinada en presencia de Mn++ y poli(A) y en presencia de 
Mg++, RNA cre y 3CD. Los resultados de estos ensayos no revelaron diferencias 
significativas entre las dos enzimas (Figura 5.2.12). Por consiguiente y tal como 
sugieren los datos de cultivos celulares, la sustitución V173I parece aportar una 
ventaja en el reconocimiento de FU como sustrato de la elongación del RNA, pero no 

















Figura 5.2.11 Análisis de la unión a 
RNA de 3Dwt y 3D(V173I) mediante 
retardo en gel. Representación del 
porcentaje de sym/sub UG marcado (285 
nM) que fue retardado en función de la  
concentración de 3Dwt (círculos azules) 
y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) en un 
gel de poliacrilamida al 4%. 
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5.2.10 Cinéticas de incorporación de nucleótidos correctos por 
3Dwt y 3D(V173I) en estado pre-estacionario 
 Con el objetivo de determinar las propiedades cinéticas de incorporación de 





































































































































































































































































































B Mn2+ + poli(A) Mg2+ + cre + 3CD




















































































































































































































































































































































B Mn2+ + poli(A) Mg2+ + cre + 3CD





























































































































































































































































B Mn2+ + poli(A) Mg2+ + cre + 3CD

















Figura 5.2.12 Inhibición por FUTP de la uridilación de VPg de 3Dwt y 3D(V173I). (A) A la 
izquierda se muestran los geles SDS-PAGE (12% de acrilamida) con los productos de la reacción de 
incorporación de [!-P32]-UTP en el péptido VPg-1 por 3Dwt y 3D(V173I) en presencia de Mn++ y Poli(A), 
con concentraciones crecientes de FUTP. La muestra cargada en el primer carril no contuvo FUTP y la 
última sirvió de control negativo, al carecer de la polimerasa (c-). A la derecha se muestra la uridilación 
en función de la concentración de FUTP relativa a la uridilación observada en ausencia de FUTP para 
3Dwt (círculos azules) y para 3D(V173I) (cuadrados burdeos). (B) Mismo experimento y datos que en 
(A) pero con la reacción de uridilación de VPg-1 en presencia de Mg++, 3CD y cre. 
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extensión de moldes heteropoliméricos en condiciones de estado pre-estacionario. 
Para la ejecución de estos experimentos se usó la técnica de rapid quench flow, tal y 
como se expone en el apartado 4.23.2 de Materiales y Métodos. Se midió la 
incorporación de un nucleótido sobre un complejo molde-cebador de tipo sym/sub 
adecuado para cada nucleótido. 
 Los resultados de incorporación de cada uno de los nucleótidos para las 
polimerasas wt y mutante se puede observar en las Figuras 5.2.13, 5.2.14, 5.2.15 y 
5.2.16. Los parámetro cinéticos se resumen en la tabla 5.2.3. Se ha observado una 
disminución de la eficiencia de incorporación correcta de purinas en 3D(V173I), siendo 
la incorporación de A frente a U 3 veces menor que en 3Dwt y la incorporación de G 
frente a C casi la mitad que 3Dwt (Tabla 5.2.3). Aún así, la incorporación de U frente a 
A es más eficiente en la polimerasa mutante, mientras que la incorporación de C frente  
G no está afectada por la sustitución V173I. 
5.2.11 Cinéticas de incorporación de FUMP por 3Dwt y 
3D(V173I) 
 Se realizaron experimentos similares a los descritos en el apartado anterior, 
empleando FUTP como sustrato de la reacción de polimerización. Para comparar los 
parámetros cinéticos de incorporación de UMP o FUMP por las dos polimerasas se 
usó el sym/sub-UA. Los resultados muestran que, mientras que 3Dwt incorpora UMP 
(Figura 5.2.15) y FUMP (Figura 5.2.17) con una eficiencia similar (Tabla 5.2.3), 
3D(V173I) muestra un incremento de la eficiencia de incorporación de UMP (Figura 
5.2.15; Tabla 5.2.3) y un descenso en la eficiencia de incorporación de FUMP (Figura 
5.2.17; Tabla 5.2.3). Las diferencias entre ambas polimerasas quedan reflejadas en 
las diferencias en selectividad de FUTP respecto a UTP, definiendo selectividad como 
el cociente entre la eficiencia de incorporación del nucleótido correcto (UTP en este 
caso) y la eficiencia de incorporación del nucleótido incorrecto (FUTP). La selectividad 
de 3D(V173I) para incorporar UMP en lugar de FUMP es 6 veces mayor que la de 
3Dwt. 
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Figura 5.2.13 Cinética de incorporación de AMP sobre sym/sub AU en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de AMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub AU marcado e hibridado y 10 !M de 
UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera posición. El 
producto de la preincubación se mezcló con ATP empleando el aparato de quench-flow y la reacción se 
detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas en B al 
intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 3Dwt 
(círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) 
y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de ATP. Los puntos de cada curva se 
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Figura 5.2.14 Cinética de incorporación de GMP sobre sym/sub AC en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de GMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub AC marcado e hibridado y 10 !M de 
UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera posición. El 
producto de la preincubación se mezcló con GTP empleando el aparato de quench-flow y la reacción se 
detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas en B al 
intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 3Dwt 
(círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) 
y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de GTP. Los puntos de cada curva se 
ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 5.2.3. 
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Figura 5.2.15 Cinética de incorporación de UMP sobre sym/sub UA en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de UMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub UA marcado e hibridado y 10 !M de 
ATP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de A en primera posición. El 
producto de la preincubación se mezcló con UTP empleando el aparato de quench-flow y la reacción se 
detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas en B al 
intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 3Dwt 
(círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) 
y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de UTP. Los puntos de cada curva se 
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Figura 5.2.16 Cinética de incorporación de CMP sobre sym/sub UG en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de CMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub UG marcado e hibridado y 10 !M de 
ATP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de A en primera posición. El 
producto de la preincubación se mezcló con CTP empleando el aparato de quench-flow y la reacción se 
detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas en B al 
intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 3Dwt 
(círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) 
y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de CTP. Los puntos de cada curva se 
ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 5.2.3. 
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Figura 5.2.17 Cinética de incorporación de FUMP sobre sym/sub UA en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de FUMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub UA marcado e hibridado y 10 !M de 
ATP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de A en primera posición. El 
producto de la preincubación se mezcló con FUTP empleando el aparato de quench-flow y la reacción se 
detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas en B al 
intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 3Dwt 
(círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) 
y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de FUTP. Los puntos de cada curva se 
ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 5.2.3. 
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 La diferencia de selectividad para discernir entre FUTP y UTP no es 
inespecífica ya que las diferencias de selectividad entre las dos polimerasas en cuanto 
a incorporación de FUMP y CMP frente a G fueron menores que para la incorporación 














































Figura 5.2.18 Cinética de incorporación de FUMP sobre sym/sub UG en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de FUMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 1 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub UG marcado e hibridado y 10 !M de 
ATP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de A en primera posición. Al 
producto de la preincubación se le añadió FUTP y la reacción se detuvo a distintos tiempos por adición 
de EDTA. (C) Representación de los valores de kobs de 3Dwt (círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados 
burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) a una curva exponencial, en función de 
la concentración de FUTP. Los puntos de cada curva se ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen 
los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 5.2.3. 
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5.2.12 Reconocimiento de fluorouracilo en el RNA molde 
 La polimerasa mutante incorporó UMP con una eficiencia mayor que el FUMP, 
a diferencia de la polimerasa wt. Para estudiar cómo las dos enzimas reconocían FU 
una vez el análogo está presente en el RNA, se realizaron ensayos de extensión de 
RNA con sym/sub Fu (Figura 4.2). De las cinéticas de incorporación de AMP frente a 
FU (Figura 5.2.19) se obtuvo un valor de Kd,app para 3D(V173I) más bajo que para 
3Dwt (Tabla 5.2.3), mostrando una afinidad de 3D(V173I) por el ATP diez veces mayor 
que 3Dwt. Cuando el mismo molde se empleó para medir incorporación de GMP 
(Figura 5.2.20) no se observaron grandes diferencias entre ambas polimerasas. Al 
comparar las cinéticas de incorporación de AMP y GMP se observó que 3D(V173I) 
disocia GTP del complejo de replicación de forma más efectiva que ATP (mayor 
Kd,GTP), mientras que con 3Dwt ocurre lo contrario (Tabla 5.2.3). Esto supone un 
aumento de 11 veces en la selectividad de la polimerasa del VFA a favor de incorporar 
A en lugar de G frente a FU, causado por la sustitución V173I. Los parámetros 
cinéticos sugieren que la sustitución V173I atenúa la actividad mutagénica de FU, al 
forzar el reconocimiento de nucleótidos que muestran apareamientos más canónicos. 
Además, esto encajaría con la limitación de transiciones A!G y U!C cuando el virus 
con la sustitución V173I en 3D replica en presencia de FU (apartado 5.2.4 de 
Resultados y 6.2.2 de Discusión). 
5.2.13 Cinéticas de incorporación de nucleótidos incorrectos 
por 3Dwt y 3D(V173I) 
 El VFA con la sustitución V173I en la polimerasa mostró una frecuencia de 
mutación menor al ser pasado en cultivos celulares tanto en ausencia como en 
presencia de FU (Tabla 5.2.1), y los experimentos con clones biológicos tratados con 
GuH (Figura 5.2.10) sugieren que esta disminución modesta de complejidad podría 
tener impacto negativo en la adaptabilidad del virus. Era por tanto importante 
comprobar si la sustitución V173I provocaba en 3D un aumento de fidelidad de copia 
de la cual se derivaba la disminución de complejidad. Para ello se estudiaron las 
cinéticas de incorporación de nucleótidos incorrectos. La incorporación de GMP en 
segunda posición del sym/sub-AU por 3D(V173I) fue 3 veces menor que para 3Dwt 
(Figura 5.2.21). Sin embargo, al comparar la eficiencia catalítica de esta reacción con 
la eficiencia de incorporación de AMP en el mismo molde, no se observaron cambios 
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en la selectividad de 3D (Tabla 5.2.3). Al estudiar la incorporación de UMP frente a G 
empleando el sym/sub-UG (Fig. 5.2.22) también se detectó un aumento de eficiencia 
catalítica de 3D(V173I) (Tabla 5.2.3). Esta vez sí se observó un ligero incremento de 
















(!M -1 s -1) Selectivity 
A 45 250 5,6 45 80 1,8 
s/s-AU 
G 320 1,4x10-2 4,4x10-5 
1,3*105 
640 1,0x10-2 1,6*10-5 
1,2x105 
s/s-AC G 12 250 20,8  13 165 12.7  
U 56 220 3,9 37 275 7,4 
s/s-UA 
FU 36 150 4,2 
0,9 
90 108 1,2 
6,2 
C 15 300 20  15 300 20  
FU 24 1,4x10-2 5,8x10-4 3,4x104 30 1,0x10-2 3,3x10-4 6,1x104 s/s-UG 
U 108 8,7x10-3 8,1x10-5 2,5x105 84 3,9x10-3 4,6x10-5 4,3x105 
A 390 180 0,46 39 188 4,8 
s/s-Fu 
G 104 0,16 1,5x10-3 
3,1x102 
90 0,13 1,4x10-3 
33,9x102 
Tabla 5.2.3 Parámetros cinéticos de incorporación de nucleótidos de las proteínas 3Dwt y 
3D(V173I). Resumen de las parámetros cinéticos obtenidos a partir de las Figuras 5.2.13 a 5.2.22. Los 
parámetros Kd,app y kpol se obtuvieron a partir del ajuste de las kobs en función de la concentración de 
NTP a una ecuación hiperbólica (kobs = kpol x [NTP] / (Kd,app + [NTP]), usando regresión no lineal. El 
significado de cada uno de los parámetros calculados es el siguiente: 
aKd,app: Constante de disociación del NTP. El valor es inversamente proporcional a la afinidad de 3D por 
el sustrato. 
bkpol: Tasa óptima de incorporación del NTP.  
ckpol/Kd,app: Eficiencia catalítica de la 3D para incorporar un determinado NTP.  
dSelectividad: Viene determinada por la eficiencia de incorporación de un nucleótido correcto frente a la 
incorporación de un nucleótido incorrecto, empleando el mismo molde: (kpol/Kd)nucleótido correcto 
/(kpol/Kd)nucleótido incorrecto o análogo de nucleótido. Una mayor selectividad implica una replicación más fidedigna.  
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Figura 5.2.19 Cinética de incorporación de AMP sobre sym/sub FU en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación del 
nucleótido que se incorpora. (B) Cinética de incorporación de AMP en función del tiempo y a las distintas 
concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 !M de centros activos) se 
preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub FU marcado e hibridado para permitir la 
formación del complejo 3D-RNA. El producto de la preincubación se mezcló con FUTP empleando el 
aparato de quench-flow y la reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación 
de las gráficas enseñadas en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación 
de los valores de kobs de 3Dwt (círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) obtenidos al ajustar las 
cinéticas representadas en (B) y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de ATP. 
Los puntos de cada curva se ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen los parámetros cinéticos 
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Figura 5.2.20 Cinética de incorporación de GMP sobre sym/sub FU en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación del 
nucleótido que se incorpora. (B) Cinética de incorporación de GMP en función del tiempo y a las distintas 
concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 1 !M de centros activos) se 
preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub FU marcado e hibridado para permitir la 
formación del complejo 3D-RNA. Al producto de la preincubación se le añadió FUTP y la reacción se 
detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Representación de los valores de kobs de 3Dwt 
(círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) 
a una curva exponencial, en función de la concentración de GTP. Los puntos de cada curva se ajustaron 
a una hipérbola, de la que se obtienen los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 5.2.3. 
 










































Figura 5.2.21 Cinética de incorporación de GMP sobre sym/sub AU en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de GMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 1 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub AU marcado e hibridado y 10 !M de 
UTP para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera posición. Al 
producto de la preincubación se le añadió GTP y la reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de 
EDTA. (C) Representación de los valores de kobs de 3Dwt (círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados 
burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) a una curva exponencial, en función de 
la concentración de GTP. Los puntos de cada curva se ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen 











































Figura 5.2.22 Cinética de incorporación de UMP sobre sym/sub UG en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(V173I). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de UMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 1 !M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 !M de sym/sub AU marcado e hibridado y 10 !M de 
ATP para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de A en primera posición. Al 
producto de la preincubación se le añadió UTP y la reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de 
EDTA. (C) Representación de los valores de kobs de 3Dwt (círculos azules) y 3D(V173I) (cuadrados 
burdeos) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) a una curva exponencial, en función de 
la concentración de UTP. Los puntos de cada curva se ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen 
los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 5.2.3. 
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5.3 Caracterización bioquímica de variantes de 3D con 
sustituciones en una región del extremo amino-terminal 
 Al pasar el VFA en cultivos celulares en presencia de concentraciones 
crecientes de R, tres sustituciones en la proteína 3D se seleccionaron 
secuencialmente: M296I, P44S y P169S (al triple mutante se le denominó SSI) (Agudo 
et al., 2010). La proteína 3D(SSI) mostró niveles de incorporación de R inferiores a la 
proteína silvestre en ensayos de extensión de moldes de RNA, aportando una ventaja 
adaptativa al virus tratado con el mutágeno (Introducción, apartado 2.6). 
Estructuralmente, la proteína 3D(SSI) mostró un cambio conformacional en el extremo 
N-terminal, concretamente en los residuos comprendidos entre el M16 y el K18 (Figura 
5.3.1), que forman parte del subdominio fingertips de la polimerasa. Estos 
aminoácidos pertenecen a la secuencia MRKTKLAPT (del residuo 16 al 24 de la 
proteína 3D), la misma región estudiada en el laboratorio de Dr. Francisco Sobrino 
(CBMSO, CSIC-UAM) por su implicación en localización nuclear de 3D (Sánchez-







Figura 5.3.1 Cambio estructural en 3D(SSI). (A) Estructura tridimensional de 3Dwt (gris) en 
complejo con sym/sub UA (negro), donde se señala en rojo la región que comprende los residuos 16-
24. PDB: 1WNE (B) Detalle de la región de la estructura que comprende los residuos 16-20. Se han 
fundido en una sola imagen las estructuras de 3Dwt (gris) y 3D(SSI) (rojo; PDB: 4IQX) para apreciar 
los cambios estructurales que acontecen en esta zona de la polimerasa. Esta figura se ha realizado 
con el programa “PyMOL Molecular Graphics System” (DeLano Scientific). 
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Sobrino y el nuestro para estudiar conjuntamente las posibles implicaciones de esta 
región en síntesis de RNA y reconocimiento de nucleótidos. Se realizaron 
experimentos bioquímicos con las polimerasas que contienen los cambios K18E, 
K20E, K18A, K20A y K18A-K20A (o KAKA), en colaboración con Dª Flavia Caridi. 
Adicionalmente se ha expresado y purificado la proteína con la sustitución M16A por 
su hipotética implicación en fidelidad de copia, sugerida por su posición clave en la 
zona de entrada de nucleótidos. 
5.3.1 Unión a RNA de 3D con sustituciones en la zona amino-
terminal 
 Los residuos R17 y K20, que forman parte de la señal de localización nuclear 
(NLS) de 3D, son aminoácidos básicos que interaccionan directamente con el RNA 
(Ferrer-Orta et al., 2004). Cambios de carga en esta región podrían afectar la 
interacción de esta proteína con el RNA y, por tanto, la actividad enzimática. 
 Para estudiar el grado de unión de la proteína 3D con RNA, se llevaron a cabo 
ensayos de retardo de RNA sym/sub en gel de poliacrilamida (apartado 4.22 de 
Materiales y Métodos). Se ensayaron las polimerasas con cambios de lisina a ácido 
glutámico (K18E y K20E) y las polimerasas con los cambios a alanina (K18A, K20A y 
KAKA, siendo éste el mutante con la doble sustitución K18A y K20A) y la polimerasa 
silvestre como control positivo. Los resultados muestran graves defectos de unión a 
RNA de las polimerasas 3D(K18E), 3D(K20E) y 3D(KAKA) (Figura 5.3.2). Se usó 
como control negativo la polimerasa 3D(DMD) con una triple sustitución que impide la 
unión a RNA (Arias et al., 2005). Los retardos de RNA realizados con las polimerasas 
con cambios a alanina mostraron defectos menos drásticos de unión a RNA (Figura 
5.3.2). 
 A pesar de que las proteínas con sustituciones en la NLS tienen problemas de 
unión a RNA, sabemos que estas polimerasas son capaces de sintetizar RNA en la 
célula. Infecciones de células BHK-21 con clones infecciosos construidos en el 
laboratorio del Dr. Sobrino mostraron la rápida reversión de las mutaciones K18E y 
K20A, indicativo de la inestabilidad de estas sustituciones, pero también de que estos 
virus fueron capaces de replicar. Los clones infecciosos con las sustituciones K18A y 
K20A produjeron virus viables y las mutaciones se mantuvieron en las poblaciones 
virales durante 5 pases seriados en cultivos celulares, siendo el mutante K18A el que 
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mostró más infectividad (resultados no publicados). No se obtuvo virus viable a partir 
del clon KAKA. Con el fin de estudiar cómo puede afectar la baja afinidad por el RNA a 
la incorporación de nucleótidos, se llevaron a cabo ensayos adicionales de formación 
de complejos 3D-RNA activos y de procesividad. 
 
 El estudio de la formación de complejos 3D-RNA activos se llevó a cabo con el 
RNA sym/sub AU que fue incubado con las distintas polimerasas durante períodos de 
tiempo variables. La adición de ATP tras distintos tiempos de incubación (Figura 
5.3.3.A) permitió medir la cantidad de RNA unida a 3D, a través de la cuantificación de 
la incorporación de AMP en el molde marcado. Los resultados (Figura 5.3.3.B) 
muestran cinéticas de formación de complejos de elongación más lentas para las 
polimerasas con cambios en el residuo 20 de la polimerasa, siendo la polimerasa con 
la sustitución K20E la más perjudicada. 
 Para estudiar cómo afectan las sustituciones en la NLS a la procesividad de 



















Figura 5.3.2 Análisis de la unión a RNA de 3Dwt, 3D(K18E), 3D(K20E), 3D(K18A), 3D(K20A) y 
3D(KAKA) mediante retardo en gel. Representación del porcentaje de sym/sub AU marcado (20 nm) 
que fue retardado en función de la concentración de 3Dwt (círculos azules), 3D(K18E) (cuadrados 
verdes), 3D(K20E) (aspas verdes), 3D(K18A) (cuadrados naranjas), 3D(K20A) (aspas naranjas), 
3D(KAKA) (triángulos púrpuras) y 3D(SSI) (triángulos rojos) en un gel de poliacrilamida al 4%. Se 
añadió una polimerasa adicional (3D(DMD) en gris), ya que muestra también defectos de unión a RNA 
(Arias et al., 2005). Los ensayos se realizaron por triplicado y se muestran las desviaciones estándar. 
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Materiales y Métodos). Se incubó cada una de las polimerasas con el molde M13 y se 
midió qué porcentaje del RNA elongado había sido extendido hasta el final. Los 
resultados (Figura 5.3.4) muestran nuevamente defectos en las polimerasas con 
sustituciones en la NLS, siendo más drásticos en las polimerasas con cambios a ácido 





































Figura 5.3.3 Cinéticas de formación del complejo de elongación de 3Dwt, 3D(K18E), 
3D(K20E), 3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA) con sym/sub UA. (A) Esquema del procedimiento que 
se siguió para estudiar la formación de complejos. Se preincubaron las distintas 3Ds con sym/sub UA 
y se midió la incorporación de AMP, añadido tras distintos tiempos de preincubación (!t); la 
incorporación de ATP se midió tras 30 segundos de reacción (B) Porcentaje de sym/sub elongado en 
función del tiempo de preincubación de las polimerasas con el RNA. Los símbolos para la 
identificación de cada polimerasa se indican en la esquina inferior derecha de la gráfica. 
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5.3.2 Actividad enzimática de 3D con sustituciones en la zona 
amino-terminal 
 Se evaluó el efecto de las sustituciones en la zona N-terminal de 3D en la 
incorporación de nucleótidos empleando moldes homopoliméricos y heteropoliméricos. 
En primer lugar se realizó un experimento estándar de determinación de actividad 
enzimática mediante elongación de un molde de poli(A)/oligo(dT15) (apartado 4.20.1 de 
Materiales y Métodos). Nuevamente, las polimerasas con cambios a glutámico en 
posición 18 ó 20 mostraron una actividad mucho menor que 3Dwt (Figura 5.3.5). Las 
polimerasas con cambios a alanina mostraron una menor caída en actividad que las 
polimerasas con sus respectivos cambios a glutámico, aunque el doble mutante KAKA 
fue el más afectado, sugiriendo un efecto negativo conjunto de ambos cambios. 
 El ensayo de actividad descrito en el párrafo anterior cuenta con variables que 
dependen de la unión a RNA, tales como la formación del complejo replicativo y la 
procesividad. Estos factores son desfavorables para las polimerasas alteradas, por lo 
que se llevaron a cabo estudios de incorporación de un solo nucleótido en condiciones 
de estado pre-estacionario. Estos experimentos se realizaron en el laboratorio del Dr. 





































Figura 5.3.4 Procesividad de 3Dwt, 3D(K18E), 3D(K20E), 3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA) con el 
molde M13. (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de la elongación de M13 (Figura 
4.2) al añadir ATP, UTP y CTP. (B) Porcentaje de RNA elongado completamente respecto al RNA total 
de longitud superior a 10-mer a partir de análisis densitométricos. El grado de significación estadística 
de los datos es alto para todas las polimerasas mutantes (ANOVA de un factor: p < 0,001). 
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Materiales y Métodos). Se midió la incorporación de AMP y GMP en la segunda 
posición de sym/sub AU y sym/sub AC (Materiales y Métodos, Figura 4.2), 
respectivamente, tras preincubar durante un mínimo de 15 minutos con UTP, tiempo 
suficiente para la formación del complejo 3D-RNA con todas las polimerasas y para la 
incorporación de U en primera posición. Las constantes de velocidad (kobs) fueron 
determinadas bajo condiciones de single turnover (sin cambio de molde) y se midió la 
cantidad de producto formado a lo largo del tiempo con distintas concentraciones de 
NTP. La representación de la kobs frente a la concentración de NTP se ajustó a una 
hipérbola para obtener los parámetros cinéticos (kpol, Kd) de las distintas polimerasas. 
Los resultados (que se muestran en las figuras 5.3.6, 5.3.7, 5.3.8, 5.3.9, 5.3.10 y se 
resumen en la Tabla 5.3.1) indican que todas las polimerasas estudiadas mantienen 
su capacidad de incorporar nucleótidos, pero que la eficiencia catalítica de este 
proceso se ve afectada en las polimerasas con cambios en la NLS. Los datos sugieren 
que esta pérdida de eficiencia catalítica se debe generalmente a descensos en la tasa 
de incorporación de nucleótidos (kpol), a excepción de aquellos casos, como la 
incorporación de A frente a sym/sub AU por 3D(K20A), en los que incrementos muy 
grandes en constante de disociación con el sustrato (Kd,app) son los que reducen 

























wt K18E K20E K18A K20A KAKA
Figura 5.3.5 Ensayo de actividad de 3Dwt, 3D(K18E), 3D(K20E), 3D(K18A), 3D(K20A) y 
3D(KAKA). Se muestra la actividad específica relativa a 3Dwt (azul) (6,15±1,5 pmol UMP 
incorporado/min x "g de enzima), determinada en ensayos de polimerización, empleando como molde 
poli(A)/oligo(dT). Se mide la cantidad de [#-32P]UTP que ha sido empleada para la síntesis de RNA. El 
grado de significación estadística de los datos es alto para todas las polimerasas mutantes (ANOVA 
de un factor: p < 0,001). 
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Figura 5.3.6 Cinética de incorporación de AMP sobre sym/sub AU en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt, 3D(K18E) y 3D(K20E). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación 
de los nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de AMP en función del tiempo y a 
las distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de centros 
activos) se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub AU marcado e hibridado y 
10 "M de UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera 
posición. El producto de la preincubación se mezcló con ATP empleando el aparato de quench-flow y la 
reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas 
en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. La representación de los valores de kobs 
obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) a una curva exponencial en función de la 












































































































Figura 5.3.7 Cinética de incorporación de GMP sobre sym/sub AC en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt, 3D(K18E) y 3D(K20E). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación 
de los nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de GMP en función del tiempo y a 
las distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de centros 
activos) se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub AC marcado e hibridado y 
10 "M de UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera 
posición. El producto de la preincubación se mezcló con GTP empleando el aparato de quench-flow y la 
reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas 
en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. La representación de los valores de kobs 
obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) a una curva exponencial en función de la 
concentración de sustrato se encuentra en la Figura 5.3.10. !













































































































Figura 5.3.8 Cinética de incorporación de AMP sobre sym/sub AU en condiciones de estado pre-
estacionario con 3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación 
de los nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de AMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de centros activos) 
se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub AU marcado e hibridado y 10 "M de 
UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera posición. El 
producto de la preincubación se mezcló con ATP empleando el aparato de quench-flow y la reacción se 
detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas en B al intervalo 
de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. La representación de los valores de kobs obtenidos al ajustar las 
cinéticas representadas en (B) a una curva exponencial en función de la concentración de sustrato se 












































































































Figura 5.3.9 Cinética de incorporación de GMP sobre sym/sub AC en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA). (A) Secuencia del sym/sub empleado e 
indicación de los nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de GMP en función del 
tiempo y a las distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de 
centros activos) se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub AC marcado e 
hibridado y 10 "M de UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en 
primera posición. El producto de la preincubación se mezcló con GTP empleando el aparato de quench-
flow y la reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas 
enseñadas en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. La representación de los valores 
de kobs obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) a una curva exponencial en función de la 
concentración de sustrato se encuentra en la Figura 5.3.10. 
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A sobre sym/sub AU G sobre sym/sub AC 
 
Kd,appa ("M) kpolb (s-1) 
kpol/Kd,appc 
("M -1 s -1) 
Kd,appa ("M) kpolb (s-1) 
kpol/Kd,appc 
("M -1 s -1) 
3Dwt 45 250 5.6 12 250 20.8 
3D(K18E) 60 100 1.7 9 185 20.5 
3D(K20E) 75 100 1.3 35 185 5.3 
3D(K18A) 85 100 1.2 11 160 14.5 
3D(K20A) 800 180 0.2 21 167 8.0 




























Tabla 5.3.1 Parámetros cinéticos de incorporación de nucleótidos de las proteínas 3Dwt, 
3D(K18E), 3D(K20E), 3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA). Resumen de las parámetros cinéticos obtenidos 
a partir de los datos de la Figura 5.3.10. Los parámetros Kd,app y kpol se calcularon a partir del ajuste de las 
kobs en función de la concentración de NTP a una ecuación hiperbólica (kobs = kpol x [NTP] / (Kd,app + [NTP]), 
usando regresión no lineal. El significado de cada uno de los parámetros calculados es el siguiente: 
aKd,app: Constante de disociación del NTP. El valor es inversamente proporcional a la afinidad de 3D 
por el sustrato. 
bkpol: Tasa óptima de incorporación del NTP. 
ckpol/Kd,app: Eficiencia catalítica de la 3D para incorporar un determinado NTP. 
Figura 5.3.10 Cálculo de parámetros cinéticos para los nucleótidos correctos en el estado pre-
estacionario. Representación de los valores de kobs obtenidos al ajustar las cinéticas de incorporación 
representadas en las Figuras 5.3.6-9 a una curva exponencial, en función de la concentración de sustrato. !
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 Dado que la replicación del RNA del VFA se inicia mediante la uridilación de 
VPg, se estudió la repercusión de las distintas sustituciones en el extremo N-terminal 
de 3D en esta actividad clave. La reacción en presencia de Mg++, 3CD y RNA cre no 
permitió medir uridilación con las polimerasas con cambios a ácido glutámico, indicio 
de un defecto en uridilación de VPg (Figura 5.3.11.A). Se prosiguió con el ensayo de 
uridilación de VPg en presencia de Mn++ y poli(A) para la obtención de datos que 
permitiesen comparar las actividades de las distintas polimerasas. El resultado de este 
ensayo mostró una disminución en la actividad de las polimerasas con el extremo N-
terminal alterado, siendo más acusada en las polimerasas con cambios a ácido 
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Figura 5.3.11 Uridilación de VPg por las distintas polimerasas purificadas. (A) Gel de 
poliacrilamida con los productos de una reacción de uridilación de VPg en presencia de Mg++, cre y 3CD 
con 3Dwt, 3D(K18E) y 3D(K20E). (B) Gel de poliacrilamida con los productos de una reacción de 
uridilación de VPg en presencia de Mn++ y poli(A) con las polimerasas indicadas. (C) Se muestra la 
actividad de uridilación relativa a 3Dwt (3,8 x 10-2 pmol de UMP incorporado/min x "g de enzima) del 
ensayo realizado en presencia de Mn++ y poli(A). El grado de significación estadística de los datos es alto 
para todas las polimerasas mutantes (ANOVA de un factor: p < 0,001). !
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5.3.3 Reconocimiento de nucleótidos por 3D con sustituciones 
en la zona amino-terminal 
! Dado que 3D(SSI), que presenta alteraciones estructurales en la NLS de la 
polimerasa (Agudo et al., 2010), incorpora R con menor eficiencia que 3Dwt, era de 
interés saber si cambios de aminoácido en esta región estarían igualmente afectando 
a la incorporación de R. Se comparó la incorporación de AMP, GMP y RMP por 3Dwt, 
3D(K18E), 3D(K20E) y 3D(SSI) empleando sym/sub AU y sym/sub CA como 
molde/cebadores. Sorprendentemente, las polimerasas con K18E y K20E incorporaron 
más RMP que 3Dwt (p<0,001; ANOVA de dos factores), mientras que la incorporación 
de AMP fue similar (Figura 5.3.12). 3D(SSI) incorporó menos RMP que 3Dwt, tal como 
ha sido descrito anteriormente (Agudo et al., 2010) y de acuerdo con el fenotipo de 
resistencia a R del VFA portador de las tres sustituciones. La mayor incorporación de 
RMP por 3D(K18E) y 3D(K20E) que por 3Dwt también se observó con el molde 
sym/sub CA (p<0,001; ANOVA de dos factores) (Figura 5.3.13). Esta diferente 
repercusión de la presencia de E en posición 18 ó 20 en cuanto a la incorporación de 
RMP frente a nucleótidos estándar es un punto interesante cuya clarificación requerirá 
estudios adicionales. 
 Cuando se estudió la incorporación de R por las polimerasas con cambios a 
alanina, los resultados indicaron una incorporación de RMP frente a U mayor que la de 
3Dwt (Figura 5.3.14), pero el incremento fue menos notable que con los mutantes a 
ácido glutámico (p<0,001 para K20A y KAKA y p=0,04 para K18A; ANOVA de dos 
factores). Al ensayar la incorporación de RMP frente a C se observó que 3D(K18A) 
incorporaba más RMP que el resto de polimerasas, no apreciando diferencias entre 
3D(K20A), 3D(KAKA) y 3Dwt (Figura 5.3.15) (p<0,001 para 3D(K18A) y p=1 para 
3Dwt, 3D(K18E) y 3D(KAKA); ANOVA de dos factores). De nuevo, las polimerasas 
con cambios a alanina muestran un comportamiento parecido a las enzimas con 
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Figura 5.3.12 Incorporación de AMP y RMP en el molde/cebador sym/sub UA por 3Dwt, 
3D(K18E), 3D(K20E) y 3D(SSI). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de la 
incorporación de AMP (A) o RMP (R) en el sym/sub UA (en caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 
10-mer hace referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original) y 11-mer es el RNA producido al ser 
elongado por la polimerasa (B) Porcentaje de sym/sub elongado en función del tiempo de reacción de 
3Dwt (círculos azules), 3D(K18E) (cuadrados verdes), 3D(K20E) (aspas verdes) y 3D(SSI) (triángulos 
rojos), basado en las medidas densitométricas de las bandas mostradas en (A). En la izquierda se 
muestra la incorporación de AMP y a la derecha la incorporación de RMP.!
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Figura 5.3.13 Incorporación de GMP y RMP en el molde/cebador sym/sub CA por 3Dwt, 
3D(K18E) y 3D(K20E). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de la incorporación de 
GMP (G) o RMP (R) en el sym/sub CA (en caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 10-mer hace 
referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original) y 11-mer es el RNA producido al ser elongado 
por la polimerasa (B) Porcentaje de sym/sub elongado en función del tiempo de reacción de 3Dwt 
(círculos azules), 3D(K18E) (cuadrados verdes) y 3D(K20E) (aspas verdes), basado en las medidas 
densitométricas de las bandas mostradas en (A). En la izquierda se muestra la incorporación de GMP y 
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Figura 5.3.14 Incorporación de AMP y RMP en el molde/cebador sym/sub UA por 3Dwt, 
3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de la 
incorporación de AMP (A) o RMP (R) en el sym/sub UA (en caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 
10-mer hace referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original) y 11-mer es el RNA producido al ser 
elongado por la polimerasa (B) Porcentaje de sym/sub elongado en función del tiempo de reacción de 
3Dwt (círculos azules), 3D(K18A) (cuadrados naranjas), 3D(K20A) (aspas naranjas) y 3D(KAKA) 
(triángulos púrpuras), basado en las medidas densitométricas mostradas de las bandas mostradas en 
(A). En la izquierda se muestra la incorporación de AMP y a la derecha la incorporación de RMP. !




5.3.4 Efecto de la sustitución M16A en la actividad de 3D 
! Las proteínas descritas en este capítulo de la tesis fueron cristalizadas por 
Nuria Verdaguer y Cristina Ferrer-Orta, y se analizaron sus estructuras 
tridimensionales sin y con RNA unido. Los resultados de los análisis estructurales se 
resumirán en el apartado de Discusión en relación con el comportamiento bioquímico 
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Figura 5.3.15 Incorporación de GMP y RMP en el molde/cebador sym/sub CA por 3Dwt, 
3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de la 
incorporación de GMP (G) o RMP (R) en el sym/sub CA (en caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 
10-mer hace referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original) y 11-mer es el RNA producido al ser 
elongado por la polimerasa (B) Porcentaje de sym/sub elongado en función del tiempo de reacción de 
3Dwt (círculos azules), 3D(K18A) (cuadrados naranjas), 3D(K20A) (aspas naranjas) y 3D(KAKA) 
(triángulos púrpuras), basado en las medidas densitométricas de las bandas mostradas en (A). En la 
izquierda se muestra la incorporación de GMP y a la derecha la incorporación de RMP.!
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perteneciente a la región N-terminal estudiada, podría jugar un papel importante en 
incorporación de nucleótidos y que un cambio a un aminoácido menos voluminoso (M 
a A) en este punto podría favorecer incorporaciones incorrectas de nucleótidos. A la 
vista de esta predicción, se diseñó el clon correspondiente y se expresó y purificó la 
proteína 3D(M16A) para su caracterización bioquímica. 
 En colaboración con Celia Perales y Elena Moreno se demostró que, a 
diferencia de las polimerasas con cambios en los residuos 18 y 20 de 3D, 3D(M16A) 
no mostró defectos de unión al RNA (Figura 5.3.16) y la actividad enzimática era 
similar a la de 3Dwt (19,8±3,0 pmol de UMP incorporado/min x "g de 3D(M16A) frente 
a 17,4±5,2 pmol de UMP incorporado/min x "g de 3Dwt). 
 
 Los parámetros cinéticos (Figuras 5.3.17, 5.3.18, 5.3.19 y 5.3.20, y Tabla 5.3.2) 
no muestran cambios significativos en la eficiencia catalítica de 3D(M16A) respecto a 
3Dwt, salvo la tasa de incorporación de purinas en segunda posición, que está 




















Figura 5.3.16 Análisis de la unión a 
RNA de 3Dwt y 3D(M16A) mediante 
retardo en gel. Representación del 
porcentaje de sym/sub AU marcado (20 
nm) que fue retardado en función de la  
concentración de 3Dwt (círculos azules) 
y 3D(M16A) (cuadrados fucsias) en un 
gel de poliacrilamida al 4%. !
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Figura 5.3.17 Cinética de incorporación de AMP sobre sym/sub AU en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(M16A). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de AMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de centros 
activos) se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub AU marcado e hibridado y 
10 "M de UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera 
posición. El producto de la preincubación se mezcló con ATP empleando el aparato de quench-flow y la 
reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas 
en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 
3Dwt (círculos azules) y 3D(M16A) (cuadrados fucsias) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas 
en (B) y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de ATP. Los puntos de cada curva 
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Figura 5.3.18 Cinética de incorporación de CMP sobre sym/sub UG en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(M16A). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de CMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de centros 
activos) se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub UG marcado e hibridado y 
10 "M de ATP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de A en primera 
posición. El producto de la preincubación se mezcló con CTP empleando el aparato de quench-flow y la 
reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas 
en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 
3Dwt (círculos azules) y 3D(M16A) (cuadrados fucsias) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas 
en (B) y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de CTP. Los puntos de cada curva 
se ajustaron a una hipérbola, de la que se obtienen los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 
5.3.2. 
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Figura 5.3.19 Cinética de incorporación de UMP sobre sym/sub UA en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(M16A). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de UMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de centros 
activos) se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub UA marcado e hibridado y 
10 "M de ATP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de A en primera 
posición. El producto de la preincubación se mezcló con UTP empleando el aparato de quench-flow y la 
reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Ampliación de las gráficas enseñadas 
en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 
3Dwt (círculos azules) y 3D(M16A) (cuadrados fucsias) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas 
en (B) y (C) a una curva exponencial, en función de la concentración de UTP. Los puntos de cada curva 
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Figura 5.3.20 Cinética de incorporación de GMP sobre sym/sub AC en condiciones de estado 
pre-estacionario con 3Dwt y 3D(M16A). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación de los 
nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de GMP en función del tiempo y a las 
distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (cantidad equivalente a 0,5 "M de centros 
activos) se preincubó durante 900 segundos a 37ºC con 0,5 "M de sym/sub AC marcado e hibridado y 
10 "M de UTP, para permitir la formación del complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera 
posición. El producto de la preincubación se mezcló con GTP empleando el aparato de quench-flow y la 
reacción se detuvo a distintos tiempos por adición de EDTA. Nótese la diferencia de escala entre 3Dwt y 
3D(M16A) (C) Ampliación de las gráficas enseñadas en B al intervalo de incorporación de 0,0 a 0,1 
segundos. (D) Representación de los valores de kobs de 3Dwt (círculos azules) y 3D(M16A) (cuadrados 
fucsias) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) y (C) a una curva exponencial, en 
función de la concentración de GTP. Los puntos de cada curva se ajustaron a una hipérbola, de la que 
se obtienen los parámetros cinéticos resumidos en la Tabla 5.3.2. 




5.3.5 Efecto de la sustitución M16A en reconocimiento de 
nucleótidos 
 Para investigar si la sustitución M16A causa un descenso en la fidelidad de 
copia, se estudiaron las cinéticas de incorporación de nucleótidos incorrectos. Los 
datos obtenidos con el ensayo de incorporación de GMP frente a U en segunda 
posición (Figura 5.3.21) indican que 3D(M16A) presenta una kpol (7,8 x 102 s-1) mayor 
que 3Dwt (2,5 x 102 s-1), aunque la afinidad por el GTP en estas condiciones fue 
menor para 3D(M16A) (520 "M frente a 290 "M de 3Dwt). Al comparar estos datos 
con los obtenidos para la incorporación del nucleótido correcto, i.e. A frente a U, se 
comprobó que hay una diferencia de selectividad de 2,7 veces entre 3Dwt (6,5 x 104) y 
3D(M16A) (2,4 x 104), lo que sugiere que 3D(M16A) tiende a copiar el RNA con menor 
fidelidad de copia. 
 Cuando se midió incorporación de RMP en primera posición frente a U se 
observó una mayor incorporación del análogo de nucleótido con 3D(M16A) (Figura 
5.3.22), pero la diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0,3; ANOVA de dos 











("M -1 s -1) 
A sobre sym/sub AU 45 250 5.6 15 55 3.7 
C sobre sym/sub UG 15 300 20.0 10 230 23.0 
U sobre sym/sub UA 56 220 3.9 54 200 3.7 
G sobre sym/sub AC 12 250 12.8 15 150 10.0 
Tabla 5.3.2 Parámetros cinéticos de incorporación de nucleótidos de las proteínas 3Dwt y 
3D(M16A). Resumen de las parámetros cinéticos obtenidos a partir de las Figuras 5.3.17-5.3.20. La 
obtención de los parámetros Kd,app y kpol se hizo a partir del ajuste de las kobs en función de la 
concentración de NTP a una ecuación hiperbólica (kobs = kpol x [NTP] / (Kd,app + [NTP]), usando 
regresión no lineal. El significado de cada uno de los parámetros calculados es el siguiente: 
aKd,app: Constante de disociación del NTP. El valor es inversamente proporcional a la afinidad de 3D 
por el sustrato. 
bkpol: Tasa óptima de incorporación del NTP.  
ckpol/Kd,app: Eficiencia catalítica de la 3D para incorporar un determinado NTP.  
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polimerasas ensayadas, siendo ligeramente mayor en 3D(M16A) (Figura 5.3.23) 
(p=0,016; ANOVA de dos factores). 
 Adicionalmente, se realizaron ensayos de incorporación de RMP en segunda 
posición para investigar si se podían acentuar las diferencias en el reconocimiento de 
R entre ambas enzimas. Los resultados muestran nuevamente una mayor 
incorporación de RMP por parte de 3D(M16A), con diferencias más notables que las 
observadas al incorporar R en primera posición (Figuras 5.3.24 y 5.3.25) (p<0,001; 
ANOVA de dos factores para R frente a U, y p=0,017; ANOVA de dos factores para R 









































Figura 5.3.21 Cinética de incorporación incorrecta de GMP sobre sym/sub AU en condiciones 
de estado pre-estacionario con 3Dwt y 3D(M16A). (A) Secuencia del sym/sub empleado e indicación 
de los nucleótidos que se incorporan. (B) Cinética de incorporación de GMP en función del tiempo y a 
las distintas concentraciones de sustrato indicadas. La 3D (3 "M) se preincubó durante 900 segundos a 
37ºC con 0,5 "M de sym/sub AU marcado e hibridado y 10 "M de UTP, para permitir la formación del 
complejo 3D-RNA y la incorporación de U en primera posición. Al producto de la preincubación se le 
añadió una mezcla de GTP con 10 "M de molde no marcado (captador) y la reacción se detuvo a 
distintos tiempos por adición de EDTA. (C) Representación de los valores de kobs de 3Dwt (círculos 
azules) y 3D(M16A) (cuadrados fucsias) obtenidos al ajustar las cinéticas representadas en (B) a una 
curva exponencial, en función de la concentración de GTP. Los puntos de cada curva se ajustaron a 
una hipérbola, de la que se obtienen los parámetros cinéticos que se dan en el texto. 
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Figura 5.3.22 Incorporación de AMP y RMP en el 
molde/cebador sym/sub UA por 3Dwt y 3D(M16A). (A) 
Análisis electroforético de los productos que resultan de la 
incorporación de AMP (A) o RMP (R) en el sym/sub UA (en 
caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 10-mer hace 
referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original) y 
11-mer es el RNA producido al ser elongado por la 
polimerasa (B) Porcentaje de sym/sub elongado en función 
del tiempo de reacción de 3Dwt (círculos azules), y 
3D(M16A) (cuadrados fucsias), basado en las medidas 
densitométricas de las bandas mostradas en (A). Arriba se 
muestra la incorporación de AMP y abajo la incorporación 
de RMP. !
Figura 5.3.23 Incorporación de GMP y RMP en el 
molde/cebador sym/sub CA por 3Dwt y 3D(M16A). (A) 
Análisis electroforético de los productos que resultan de la 
incorporación de GMP (G) o RMP (R) en el sym/sub CA 
(en caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 10-mer 
hace referencia al RNA de 10 nucleótidos (sym/sub 
original) y 11-mer es el RNA producido al ser elongado 
por la polimerasa (B) Porcentaje de sym/sub elongado en 
función del tiempo de reacción de 3Dwt (círculos azules), 
y 3D(M16A) (cuadrados fucsias), basado en las medidas 
densitométricas de las bandas mostradas en (A). Arriba 
se muestra la incorporación de GMP y abajo la 




Figura 5.3.24 Incorporación de RMP en la segunda posición del molde/cebador sym/sub AU 
por 3Dwt y 3D(M16A). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de la incorporación de 
RMP (R) en el sym/sub AU (en caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 10-mer hace referencia al 
RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original), 11-mer es el RNA producido tras preincubar durante 900 
segundos con 1 "M de UTP, 12-mer es el RNA producido al añadir 20 "M de RTP para su incorporación 
en segunda posición y 13-mer es el RNA resultante de la incorporación incorrecta de U o R frente a G 
(B) Porcentaje de sym/sub elongado con 12 o más nucleótidos, en función del tiempo de reacción, de 
3Dwt (círculos azules), y 3D(M16A) (cuadrados fucsias), basado en las medidas densitométricas de las 
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Figura 5.3.25 Incorporación de RMP en la segunda posición del molde/cebador sym/sub AC 
por 3Dwt y 3D(M16A). (A) Análisis electroforético de los productos que resultan de la incorporación de 
RMP (R) en el sym/sub AC (en caja amarilla) por las polimerasas indicadas. 10-mer hace referencia al 
RNA de 10 nucleótidos (sym/sub original), 11-mer es el RNA producido tras preincubar durante 900 
segundos con 1 "M de UTP, 12-mer es el RNA producido al añadir 20 "M de RTP para su incorporación 
en segunda posición y 13-mer es el RNA resultante de la incorporación incorrecta de U o R frente a G 
(B) Porcentaje de sym/sub elongado con 12 o más nucleótidos, en función del tiempo de reacción, de 
3Dwt (círculos azules), y 3D(M16A) (cuadrados púrpuras), basado en las medidas densitométricas de las 
bandas mostradas en (A). !!
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5.4 Actividad de la proteína 2C del VFA in vitro 
 La proteína 2C del VFA está siendo estudiada en nuestro laboratorio por su 
papel en resistencia a agentes mutagénicos (Agudo et al., manuscrito en preparación). 
Al replicar el VFA en presencia de altas concentraciones de R se seleccionó en la 
proteína 2C la sustitución I248T que, al igual que el mutante SSI (Agudo et al., 2010), 
evita el desbalance en el patrón de transiciones causado por el mutágeno. Los 
mecanismos moleculares por los cuales la sustitución I248T causa cambios en las 
frecuencias de aparición de los distintos tipos de transiciones no han sido aún 
dilucidados. El interrogante acerca del papel de 2C en respuesta a mutagénesis letal 
va aún más lejos, pues aún no se conoce el papel concreto de esta proteína en 
replicación de picornavirus. Estudios filogenéticos sugieren que la proteína 2C puede 
estar implicada en separación de las hebras de RNA, ya que contiene motivos 
conservados que colocan a 2C en la familia 3 de las helicasas dentro de la 
superfamilia de ATPasas AAA+ (Gorbalenya & Koonin, 1988; Gorbalenya et al., 1988; 
Gorbalenya et al., 1990) (apartado 2.5 de Introducción). A pesar de estas predicciones 
y de haber observado actividad ATPasa en esta proteína, no se ha descrito la 
actividad helicasa de 2C de picornavirus, aunque recientemente se ha descrito para el 
virus de Ectropis oblicua (EoV) del orden Picornavirales (Cheng et al., 2013). A 
continuación se describen los resultados obtenidos con la proteína 2C sometida a 
ensayos de actividad helicasa. 
5.4.1 Clonaje, expresión y purificación de la proteína 2C del 
VFA con una deleción de 33 aminoácidos 
! Para aumentar la solubilidad de 2C se siguió el procedimiento descrito por 
Sweeney y colaboradores (2010), en el que delecionaron los primeros 33 residuos, 
que comprenden una hélice anfipática en la proteína (apartado 4.17.2 de Materiales y 
Métodos). La proteína recombinante se purificó a partir de extractos de E. coli 
mediante columnas de afinidad (Ni-NTA) que reconocen el péptido de 6 histidinas que 
está fusionado al extremo N-terminal de 2C. La enzima mostró una pureza de al 
menos 95% y una masa molecular de aproximadamente 32 KDa, tal como se 
esperaba (Figura 5.4.1). 
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5.4.2 Actividad ATPasa de 2C(34-318) 
 Para comprobar que la proteína 2C de VFA C-S8c1 mantiene su actividad 
enzimática a pesar de carecer de 33 residuos, se llevaron a cabo ensayos de hidrólisis 
de ATP (apartado 4.24.1). Los resultados muestran que, tras 2 horas de reacción, el 
[!32P] ATP presente en la mezcla fue hidrolizado, dando lugar a la aparición de fosfato 
inorgánico (Figura 5.4.2). Este resultado confirmó que la proteína 2C del VFA mantiene su 
actividad ATPasa a pesar de la deleción de los 33 residuos del N-terminal, como ya fue 






















Figura 5.4.1 Expresión y 
purificación de 2C recombinante del 
VFA. Análisis por SDS-PAGE de 2C(34-
318) expresada en E. coli. A la izquierda 
se muestran los extractos celulares de E. 
coli BL21 transformadas con el plásmido 
pET28-2C(34-318) sin inducir (primer carril: 
"-IPTG") o inducidas con 1 mM de IPTG 
durante 3 horas (segundo carril: 
"+IPTG"). Se muestran dos carriles con 
marcador de masa molecular de 
proteínas (Biorad), uno para el gel de la 
izquierda, y otro para el gel de la 
derecha, donde se muestra la proteína 
2C(34-318) purificada. Las proteínas fueron 
teñidas con azul de Coomassie.!
Figura 5.4.2 Actividad ATPasa de 2C(34-
318). Cromatografía en capa fina de una 
muestra con [!32P] ATP incubado en ausencia 
de la proteína 2C (c-) y una muestra en la que 
[!32P] ATP ha sido incubado durante 2 horas en 
presencia de 2C(34-318). Se observa el 32P 
liberado por la acción ATPasa de 2C. 
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5.4.3 Actividad helicasa de 2C(34-318) 
 Ya que la proteína 2C contiene dominios típicos de una helicasa de ácidos 
nucleicos (Gorbalenya & Lauber, 2010), pero esta actividad no ha sido demostrada 
bioquimicamente, se ensayó la capacidad de 2C para separar hebras 
complementarias de DNA y RNA. Estos experimentos se llevaron a cabo en el 
laboratorio del Dr. S. G. Sarafianos en la Universidad de Missouri, bajo la supervisión 
del Dr. A. O. Adedeji. Aunque los experimentos realizados con RNA no dieron 
resultados positivos (ver Discusión), los resultados con DNA sí proporcionaron 
información acerca del posible papel de la proteína 2C en el proceso replicativo del 
VFA. 
 En primer lugar y para comprobar que la proteína 2C tiene capacidad para 
desenrollar ácidos nucleicos, se llevaron a cabo ensayos con el molde de DNA 
28mer/28mer bífido (fórmula descrita en la Figura 4.3 de Materiales y Métodos). Según 
el tipo de helicasa, ésta puede ser cargada en un ácido nucleico de doble banda de 
distintas formas: valiéndose de un extremo protuberante en 5', de uno en 3', ambos o, 
simplemente, no necesitar de extremo protuberante alguno. El molde 28mer/28mer 
bífido permitiría a la proteína 2C ser cargada en el DNA sea cual sea su mecanismo 
de acción.  
 Los experimentos con el DNA 28mer/28mer bífido se realizaron como se 
describe en la Figura 5.4.3.A. Se observó un aumento progresivo de DNA de hebra 
sencilla en función del tiempo en presencia de la proteína 2C(34-318), mientras que la 
presencia de 2CAAA (purificada por el Dr. R. Agudo y que contiene 3 sustituciones 
deletéreas para la enzima) no dio lugar a hebra sencilla de DNA observable tras una 
hora de incubación (Figura 5.4.3.B). La presencia de EDTA en la mezcla con 2C(34-318) 
no dio lugar tampoco a producto de separación de hebras, sugiriendo que dicha 
separación tiene lugar mediante acción enzimática en presencia de un catión (Mg++). 
La helicasa NS3 de HCV sirvió como control positivo del experimento (Figura 5.4.3.B). 
La desestabilización del DNA de doble banda es directamente proporcional a la 
concentración de 2C(34-318) (Figura 5.4.3.C). 
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Figura 5.4.3 Separación de hebras de DNA catalizada por 2C(34-318). (A) Esquema del 
procedimiento experimental, descrito en el apartado 4.24.2 de Materiales y Métodos. Se usó un molde 
de DNA bífido y un captador de DNA (en rojo) con secuencia complementaria a la hebra no marcada. 
La mezcla con estos componentes fue incubada junto a 2C(34-318) y ATP a 37ºC, con la consecuente 
liberación de la cadena de DNA marcada (la estrella verde representa el marcaje fluorescente con 
cianina). (B) Gel nativo de poliacrilamida al 6%, donde se resolvieron los productos de la reacción 
esquematizada en (A). Se emplearon 3 "M de 2C(34-318). En el primer carril se muestra la mezcla sin 
2C (c-), en el segundo carril la mezcla sin 2C calentada a 95ºC durante 5 minutos para la 
desnaturalización del DNA, en el tercero se añadió EDTA a la mezcla de reacción. En los siguientes 3 
carriles se resolvieron los productos de la reacción con 3 "M de 2C(34-318) a distintos tiempos. A 
continuación se muestra la mezcla incubada con 2CAAA, que carece de actividad ATPasa y en el último 
carril un control positivo de la helicasa de HCV NS3. (C) Gel nativo de poliacrilamida al 6%, donde se 
resolvieron los productos de la reacción esquematizada en (A) tras 60 minutos de reacción en 
presencia de distintas concentraciones de 2C(34-318). En el primer carril se resolvió la muestra 
calentada a 95º. 
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5.4.4 Requerimientos del molde para la separación de la doble 
hebra por la proteína 2C(34-318) 
 Con el objetivo de saber qué clase de ácidos nucleicos pueden ser 
desenrollados por la proteína 2C, se realizó un estudio con 3 tipos de moldes de DNA: 
un molde con extremo protuberante en 5' (31/18mer), un molde con extremo 
protuberante en 3' (19/28mer) y un molde con extremos romos (28/28mer) (Figura 4.3; 
Figura 5.4.4.A). Los resultados (Figura 5.4.4.B) muestran que la proteína 2C(34-318) es 
capaz de separar las dos hebras de un molde de DNA cuando éste presenta un 
extremo protuberante en 5', pero no cuando el extremo está situado en 3', a diferencia 
de lo que hace la proteína NS3 de HCV. Ninguna de las 2 proteínas fue capaz de 
desestabilizar el molde romo 28/28mer. 
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Figura 5.4.4 Separación de hebras de DNA por 2C(34-318) empleando distintos moldes (A) 
Esquema de las reacciones de desnaturalización de DNA. Se usaron los moldes dibujados a la 
izquierda. El captador de DNA (en rojo) usado en cada caso tiene una secuencia complementaria a la 
hebra no marcada. La mezcla con estos componentes fue incubada junto a 3 "M de 2C(34-318) a 37ºC, 
con la consecuente liberación de la cadena de DNA marcada (la estrella verde representa el marcaje 
fluorescente con cianina). (B) Geles nativos de poliacrilamida al 6%, donde se resolvieron los productos 
de las reacciones esquematizadas en (A). En el primer gel se aprecia la actividad de separación de 
hebra por 2C y en los otros 2 no se detectó actividad. En todos ellos se resolvió en el primer carril la 
muestra sin 2C (c-) (DNA nativo) y en el segundo carril la muestra calentada a 95º (DNA 
desnaturalizado). NS3 de HCV se empleó como control de la actividad helicasa dobre un molde con 
extremo protuberante en 3'. 
R E S U L T A D O S !
! 119!
 Para determinar cómo de extenso ha de ser el extremo protuberante, se llevó a 
cabo un experimento con 3 moldes con extremos protuberantes en 5' de distintas 
longitudes: un molde con 13 nucleótidos desapareados (31/18mer) (igual que en el 
experimento anterior), un molde con 5 nucleótidos desapareados (23/18mer) y un 
molde con tan sólo 3 nucleótidos desapareados (21/18mer). Los resultados (Figura 
5.4.5) muestran actividad con los 3 tipos de molde, aunque se observa menor 
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Figura 5.4.5 Separación de hebras de DNA por 2C(34-318) empleando moldes con extremos 
protuberantes en 5' de distintas longitudes (A) Esquema de las reacciones de desnaturalización 
de DNA. Se usaron los moldes indicados a la izquierda. El captador de DNA (en rojo) usado en cada 
caso tiene una secuencia complementaria a la hebra no marcada. La mezcla con estos componentes 
fue incubada junto a 3 "M de 2C(34-318) a 37ºC, con la consecuente liberación de la cadena de DNA 
marcada (la estrella verde representa el marcaje fluorescente con cianina). (B) Geles nativos de 
poliacrilamida al 6%, donde se resolvieron los productos de las reacciones esquematizadas en (A). En 
todos ellos se resolvió en el primer carril la muestra sin 2C (c-) (DNA nativo) y en el segundo carril la 
muestra calentada a 95º (DNA desnaturalizado). Se observa separación de hebras en todos los 
casos. 
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5.4.5 Requerimientos energéticos de la proteína 2C(34-318) para 
desestabilizar ácidos nucleicos 
! Las helicasas de RNA se caracterizan porque hidrolizan ATP en el proceso de 
separación de hebras. La proteína 2C del VFA tiene actividad ATPasa, pero la función 
de esta propiedad en esta enzima sigue siendo una incógnita. Se realizaron ensayos 
de separación de hebras de DNA tanto en ausencia como en presencia de 2,5 mM 
ATP. La actividad de 2C(34-318) no se vio afectada por la ausencia de ATP (Figura 
5.4.6). Este tipo de actividad se asemeja al descrito para la 2C del virus de Ectropis 
Oblicua (Cheng et al., 2013), más propio de chaperonas de ácidos nucleicos que de 
helicasas. 
 
 El ATP, no sólo es prescindible para la desestabilización del DNA por 2C(34-318), 
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Figura 5.4.6 Separación de hebras de DNA por 2C(34-318) en ausencia y presencia de ATP (A) 
Esquema de las reacciones de desnaturalización de DNA. Se usó un molde de DNA bífido y un captador 
de DNA (en rojo) con secuencia complementaria a la hebra no marcada. La mezcla con estos 
componentes fue incubada junto a 3 "M de 2C(34-318) a 37ºC, con la consecuente liberación de la cadena 
de DNA marcada (la estrella verde representa el marcaje fluorescente con cianina). (B) Gel nativo de 
poliacrilamida al 6%, donde se resolvieron los productos de las reacciones cuyo procedimiento está 
esquematizado en (A). En el primer carril se resolvió la muestra sin 2C (c-) y en el segundo carril la 
muestra calentada a 95º. En ausencia de Mg++ no se vio separación de hebra, pero sí tanto en ausencia 
como en presencia de ATP. 
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Figura 5.4.7 Separación de hebras de DNA por 2C(34-318) en presencia de distintas 
concentraciones de ATP (A) Esquema de las reacciones de desnaturalización de DNA. Se usó un 
molde de DNA con un extremo protuberante de 20 nucleótidos en 5' (60/40mer) y un captador de DNA 
(en rojo) con secuencia complementaria a la hebra no marcada. La mezcla con estos componentes fue 
incubada junto a 3 "M de 2C(34-318) a 37ºC, con la consecuente liberación de la cadena de DNA marcada 
(la estrella verde representa el marcaje fluorescente con cianina). (B) Gel nativo de poliacrilamida al 6%, 
donde se resolvieron los productos de las reacciones cuyo procedimiento está esquematizado en (A). 
En el primer carril se resolvió la muestra sin 2C (c-) (DNA nativo) y en el segundo carril la muestra 
calentada a 95º (DNA desnaturalizado). En los carriles siguientes se resolvieron las muestras incubadas 
con concentraciones crecientes de ATP, observándose una disminución de actividad al aumentar la 
concentración de ATP. (C) Representación gráfica del porcentaje de DNA desnaturalizado en función de 
la concentración de ATP, basada en las medidas densitométricas de las bandas mostradas en (B). 
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6 Discusión 
6.1 Análisis de las sustituciones M296I y G62S, implicadas en 
resistencia a ribavirina (R) 
! La gran diversidad genética de las poblaciones de virus RNA (cuasiespecies) 
les confiere una gran capacidad de adaptación, lo que dificulta el control de las 
enfermedades causadas por estos agentes infecciosos (Baranowski et al., 2003; 
Domingo et al., 2012). Las altas tasas de mutación de los virus RNA permiten que las 
poblaciones virales estén compuestas por multitud de variantes susceptibles de 
selección positiva de aquellas más ventajosas ante una determinada presión selectiva, 
como puede ser la presencia de un compuesto antiviral. Por este motivo surgió la 
necesidad de explorar estrategias antivirales que tuvieran en cuenta la dinámica de 
cuasiespecies. Para que no haya pérdidas de la información genética durante la 
replicación del virus, la tasa de mutación ha de ser mantenida por debajo de un umbral 
de error (Domingo et al., 2012). La mutagénesis letal es la estrategia antiviral que 
consiste en llevar la tasa de mutación de un virus por encima de dicho umbral de error, 
para que la población viral entre en catástrofe de error, un colapso sin retorno de la 
información genética del virus (Eigen, 2002; Perales et al., 2011).  
6.1.1 La sustitución G62S es deletérea para el VFA 
 Los virus RNA encuentran formas de escapar a la mutagénesis letal inducida 
por nucleótidos mutagénicos. El tratamiento con ribavirina (R), un análogo de purinas 
que actúa como mutágeno en picornavirus y otros virus RNA, dio lugar a la selección 
de la sustitución G64S en la polimerasa de PV (Pfeiffer & Kirkegaard, 2003; Vignuzzi 
et al., 2006) y a la selección de la sustitución M296I en la polimerasa del VFA (Sierra 
et al., 2007). El cambio G64S causa en PV un aumento de la fidelidad de copia de la 
polimerasa del virus, de tal forma que disminuye la incorporación de RMP y su efecto 
mutagénico (Pfeiffer & Kirkegaard, 2003; 2005). 
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 El VFA con la sustitución G62S (equivalente a la sustitución G64S de PV) 
mostró inestabilidad genética en pases llevados a cabo en ausencia de R, lo que 
indica que G62S supone un coste de eficacia biológica al virus y quizás por este 
motivo no llegó a seleccionarse en los pases realizados con el VFA en presencia de R. 
Los experimentos bioquímicos realizados con 3D(G62S) muestran que esta sustitución 
está afectando a la unión a RNA (Ferrer-Orta et al., 2010), a la actividad específica de 
polimerización de 3D y a la reacción de uridilación de VPg (Figura 5.1.6 y Figura 
5.1.7). 
 Datos estructurales obtenidos en el laboratorio de la Dra. Nuria Verdaguer 
muestran que el cambio G62S en la polimerasa del VFA afecta a la flexibilidad del 
bucle ß9-!11 de 3D, resultando en un centro activo más rígido. Además, G62S ayuda 
a cerrar el extremo N-terminal de la polimerasa en una conformación también más 
rígida (Ferrer-Orta et al., 2010). Estos cambios podrían ser los que están afectando a 
la unión al RNA y, por tanto, a la actividad enzimática de 3D, lo que hace que la 
sustitución G62S sea desventajosa para el VFA. Los datos bioquímicos con 3D(G62S-
M296I) no muestran mejoras de actividad respecto a 3D(G62S), lo que indica que la 
sustitución M296I no parece compensar los defectos causados por el cambio G62S 
sobre la polimerasa. No obstante, la sustitución G62S en el contexto de pMT28-
3D(G62S-M296I) no mostró inestabilidad genética (Ferrer-Orta et al., 2010). 
 Al pasar el virus con ambas sustituciones pMT28-3D(G62S-M296I) tanto en 
ausencia como en presencia de R, se encontraron dos nuevos cambios en proteínas 
no estructurales del virus: la sustitución I85V en la proteína 2C y la sustitución F350L 
en 3D. El residuo 350 se encuentra en el motivo D de la polimerasa, que consiste en 
una hélice cuya flexibilidad es importante para la dinámica molecular de 3D (Shen et 
al., 2012). El cambio de un residuo con un anillo aromático (F) por uno menos grande 
(L) podría haber ayudado a restaurar la flexibilidad de la polimerasa causada por la 
sustitución G62S, una posibilidad que requiere investigaciones adicionales. 
6.1.2 Las sustituciones M296I y G62S confieren al VFA menor 
sensibilidad a la acción mutagénica de R 
 Cuando comparamos la producción viral de pMT28wt, pMT28-3D(M296I), 
pMT28-3D(G62S) y pMT28-3D(G62S-M296I) pasados en presencia de R con la 
producción viral de las poblaciones pasadas en ausencia de R, observamos que las 
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poblaciones con cambios en la polimerasa muestran menor descenso en el título viral 
que el virus wt (Figura 5.1.2). Para saber si la menor sensibilidad a R observada en los 
virus mutantes se debe a una menor capacidad de incorporar R en el RNA por parte 
de las polimerasas, se llevaron a cabo los experimentos de incorporación de RMP 
descritos en el apartado 5.1.3. Los resultados indicaron que 3D(M296I), 3D(G62S) y 
3D(G62S-M296I) incorporaban R más lentamente que la enzima wt, bien sea frente a 
C (Figura 5.1.4) como frente a U (Figura 5.1.5), siendo las polimerasas con la 
sustitución G62S las que menos RMP incorporaron. Estos datos guardan relación con 
lo observado en los virus mutantes pasados en presencia de R, lo que sugiere que la 
menor sensibilidad a R observada en los virus mutantes se debe a una capacidad de 
las polimerasas con los cambios M296I y G62S a discriminar nucleótidos de forma 
más fidedigna que 3Dwt. Además, hemos observado que 3Dwt incorpora RMP más 
eficientemente frente a C que frente a U, lo que podría explicar el aumento en el sesgo 
mutacional a favor de las transiciones G!A y C!U observado en los virus pasados 
en presencia de R (ver Figura 2.12). A pesar de estos resultados, no podemos excluir 
que al sesgo mutacional contribuya el descenso en los niveles de GTP intracelular 
causados por la inhibición por R de la enzima IMPDH (Figura 2.11; Airaksinen et al., 
2003). 
 La sustitución M296I produjo un descenso de la tasa de mutación del virus 
pasado en presencia de R, pero no en su ausencia (Sierra et al., 2007). Además, 
3D(M296I) mostró una eficiencia de incorporación de nucleótidos incorrectos similar a 
3Dwt (Arias et al., 2008). Estos datos indican que el cambio M296I no produce un 
aumento generalizado de la fidelidad de copia de 3D, sugiriendo que la supresión 
parcial del efecto mutagénico de R tiene lugar mediante un mecanismo más 
específico. En la estructura tridimensional de 3D(M296I) se observó un cambio 
conformacional del ácido aspártico catalítico D245 asociado a la presencia de 
isoleucina en la posición 296, situada en el bucle ß9-!11 de 3D. La cadena lateral  de 
D245 queda entonces en la zona donde se posiciona el RTP antes de ser incorporado 
en el RNA. Este cambio causaría un impedimento estérico a la entrada de RTP, lo que 
podría explicar la discriminación en la incorporación de RMP observada (Ferrer-Orta et 
al., 2010). Lo que aún no sabemos es si G62S produce en la polimerasa del VFA un 
aumento de la fidelidad de copia y los datos estructurales no aportan información 
concreta que explique la reducción en la incorporación de RMP, salvo la pérdida de 
flexibilidad descrita arriba. Una mayor rigidez ya fue observada en la polimerasa 
3D(G64S) de PV y se conjeturó acerca de su papel en fidelidad (Marcotte et al., 2007). 
La relación entre rigidez estructural y fidelidad de copia ha sido también propuesta en 
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polimerasas de DNA (Kim et al., 2006; Osheroff et al., 1999) y la RT del VIH (Harris et 
al., 1998; Kim et al., 1999). 
6.2 Sustitución V173I y adaptación a 5-fluorouracilo 
6.2.1 Aparición y selección de V173I 
 El 5-fluorouracilo (FU) es un análogo de uracilo que difiere de este en un átomo 
de flúor (Figura 2.13). A pesar de la diferencia tan sutil, el FU es capaz de aumentar la 
tasa de mutación de un virus al ser incorporado —en su forma nucleotídica— en el 
RNA viral, probablemente por las reorganizaciones electrónicas inducidas por el átomo 
de FU (Agudo et al., 2009). Hasta hace muy poco no se habían descrito mutaciones 
en 3D que surgiesen como consecuencia de la adaptación del virus a este compuesto. 
Esto podría deberse a las similitudes estructurales entre FU y U, que hacen que se 
requiera de una precisión muy fina por parte de la enzima para la discriminación entre 
ambas moléculas y solo pocos cambios en la estructura de la polimerasa podrían 
ayudar a tal fin. Otra alternativa es la aparición de mutaciones que causen alteraciones 
en la fidelidad general de la enzima, que es lo que provoca la sustitución R84H, 
aparecida al pasar el VFA en presencia de FU (Zeng et al., 2013). La sustitución V173I 
no provoca cambios sustanciales en la infectividad del VFA, tan solo un incremento de 
la eficacia biológica del virus al ser tratado con FU durante varios pases en cultivos 
celulares. 
 La mutación G7126A (que da lugar a la sustitución V173I en 3D) se seleccionó 
tras haber pasado la población MARLS del VFA (Charpentier et al., 1996) en 
presencia de concentraciones crecientes de R, haber interrumpido el tratamiento 
durante 5 pases, y luego tratar con 200 "g/ml de FU. Las transiciones A!G y U!C 
predominan en las poblaciones del VFA pasadas en cultivos celulares en nuestro 
laboratorio. Esto cambia cuando el virus es tratado con R, que invierte el patrón de 
transiciones del virus, aumentando la probabilidad de encontrar transiciones G!A y 
C!U (Agudo et al., 2010). Por esta razón pensamos que el tratamiento previo de 
MARLS con R, que además expande el espectro de mutantes del virus, podría haber 
ayudado a la aparición de G7126A. 
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6.2.2 La sustitución V173I estabiliza el patrón de transiciones 
del virus pasado en presencia de FU, mediante modulación de 
los parámetros de incorporación de nucleótidos 
! Cuando el VFA es pasado en cultivos celulares en presencia de FU, se 
produce un incremento de las transiciones A!G y U!C, seguramente debido a una 
mayor incorporación de FU frente a A que frente a G (Figura 2.16 y Tabla 5.2.3). Al 
pasar el virus silvestre 10 veces en presencia de FU, el porcentaje de transiciones 
A!G y U!C aumentó de un 67% a un 84%. Sin embargo, el virus mutante redujo 
dicho porcentaje de un 76% en ausencia de FU a un 73% (Figura 5.2.7), manteniendo 
el balance entre tipos de transiciones que se da en ausencia de agentes mutagénicos. 
A pesar de esto, no se encontraron diferencias significativas en las tasas de mutación 
de ambos virus pasados tanto en ausencia como presencia de FU, aunque en ambos 
casos la tasa de mutación de pMT28-3D(V173I) fue algo menor que la del virus 
silvestre. 
 Para tratar de encontrar el mecanismo molecular por el cual el virus con la 
sustitución V173I es capaz de mantener baja la proporción de transiciones A!G y 
U!C, se realizaron ensayos de extensión de molde para determinar los parámetros 
cinéticos de incorporación de distintos nucleótidos (resumidos en la Tabla 5.2.3). Los 
valores de selectividad indicaron que 3D(V173I) tiene una capacidad de discriminar 
entre UTP y FUTP 6 veces mayor que 3Dwt en el contexto de secuencia del sym/sub-
UA. Asimismo, cuando se empleó un molde de RNA con FU en el molde, 3D(V173I) 
presentó una selectividad 10 veces mayor para incorporar A en vez de G, lo que 
evitaría que se fijasen menos mutaciones una vez el FU ha sido incorporado en vez de 
U (Figura 2.16 y Tabla 5.2.3). Estos parámetros cinéticos concuerdan con la reducción 
de transiciones A!G y U!C causadas por FU como consecuencia de la presencia 
del cambio V173I en la polimerasa del virus. Por otro lado, cuando FUMP es 
incorporado frente a G se pueden producir transiciones G!A y C!U, siempre que el 
FU incorporado sea luego copiado como U. No se han apreciado diferencias entre 
ambas polimerasas al estudiar la incorporación de FU frente a G, pero 3D(V173I) 
presenta una eficiencia catalítica de incorporación de A frente a FU 10 veces mayor 
que 3Dwt, lo que ayudaría a fijar las mutaciones causadas por la incorporación de FU 
frente a G. Estos parámetros podrían ayudar a explicar el aumento en el número de 
transiciones G!A y C!U observado en el virus mutante pasado en presencia de FU. 
!128!
 Los parámetros cinéticos muestran que 3Dwt puede incorporar FU frente a A 
con una eficiencia catalítica similar a la de incorporación de U, que es 4 órdenes de 
magnitud mayor que la eficiencia de incorporación de FU frente a G (Tabla 5.2.3). Sin 
embargo, esta diferencia resulta ser mucho menor cuando determinamos la eficiencia 
catalítica de incorporación de A o G frente a FU, donde los cambios son de 3 órdenes 
de magnitud. Si esto es así, la discriminación de nucleótidos es mayor cuando FU 
tiene que ser incorporado en lugar de copiado, sugiriendo que la presencia de FU en 
el molde es un factor más determinante de la acción mutagénica de este compuesto 
que el comportamiento del análogo como sustrato. 
6.2.3 La sustitución V173I es ventajosa en presencia de FU, 
pero supone un coste de eficacia biológica para el VFA 
 Pese a no haber observado diferencias significativas en los títulos virales de 
pMT28wt y pMT28-3D(V173I) pasados en presencia de FU, sí que se observó una 
mayor eficacia biológica del virus mutante al competir con pMT28wt en presencia FU. 
El aumento de eficacia biológica de pMT28-3D(V173I) se correlaciona además con la 
concentración de FU, lo que indica una ventaja selectiva de la sustitución V173I en 
presencia de FU. Las posibles razones por las cuales la sustitución V173I es favorable 
en presencia de FU se discuten a continuación. 
 Dada la doble acción inhibitoria y mutagénica del FU sobre el VFA, nos 
planteamos frente a cuál de los efectos que FU ejerce sobre replicación podría aportar 
la sustitución V173I una ventaja. Para estudiar el efecto de la sustitución V173I en la 
inhibición de uridilación de VPg por FUTP, se llevaron acabo ensayos de uridilación de 
VPg en presencia de distintas concentraciones de FUTP. Los datos no mostraron 
diferencias entre 3Dwt y 3D(V173I) (Figura 5.2.12), sugiriendo que la resistencia del 
virus mutante a la acción inhibitoria de FUTP no se debe a falta de inhibición de la 
uridilación de VPg. 
 Al hilo de lo que ya ha sido expuesto en el apartado 6.2.2, el efecto mutagénico 
de FU tiene dos aspectos a tener en cuenta: por un lado aumenta la frecuencia de 
mutación del virus, y por el otro, aumenta la proporción de transiciones A!G y U!C. 
Si bien la frecuencia de mutación del virus mutante es menor que la del virus silvestre, 
ya sea en condiciones normales o tras el tratamiento con FU, estas diferencias no 
fueron estadísticamente significativas. Aun así, los experimentos realizados en 
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presencia de GuH, en los que se pretendía estudiar la frecuencia de aparición de 
variantes resistentes a este compuesto, sugieren que el mutante tiende a generar un 
menor número de variantes, posiblemente debido a una menor tasa de mutación, que 
genera un espectro de mutantes menos complejo (Tabla 5.2.1). Los ensayos 
bioquímicos mostraron que 3D(V173I) presenta eficiencias de incorporación de 
nucleótidos incorrectos inferiores a las de 3Dwt (Tabla 5.2.3). Este aumento de la 
fidelidad de copia de la polimerasa podría explicar el descenso en la frecuencia de 
mutación de pMT28-3D(V173I) respecto a pMT28wt. 
 Es difícil discernir qué parámetros de los que están alterados por la presencia 
de la sustitución V173I en 3D son los que aportan la ventaja al virus para replicar en 
presencia de FU o si es el conjunto de las propiedades que confiere V173I a la 
polimerasa del virus la que hizo que esta sustitución fuese seleccionada en la 
población. De todos modos, el efecto de la sustitución V173I sobre el patrón de 
transiciones del virus pasado en presencia de FU es claro y viene apoyado por datos 
bioquímicos: el balance en los tipos de transiciones que presenta el virus mutante 
tratado con FU es parecido al esperable al pasar el VFA en condiciones normales y no 
está tan alterado como el del virus silvestre. No sabemos qué ventaja supone 
mantener el balance entre los tipos de transiciones. El efecto deletéreo de un cambio 
en el sesgo mutacional podría estar relacionado con el uso de codones, alteraciones 
en estructuras de RNA o incluso con el plegamiento de proteínas (Galtier & Lobry, 
1997; Coleman et al., 2008; Martrus et al., 2013; Mendez et al., 2010; Pinto et al., 
2007; Zhou et al., 2013). El mutante SSI pasado en presencia de R mantuvo el 
balance en el patrón de transiciones de tal forma que se redujo la frecuencia de 
aparición de mutaciones no sinónimas, así como la probabilidad de aparición de 
codones de parada (Agudo et al., 2010). Al analizar los cambios de aminoácido que 
aparecen en las poblaciones de pMT28wt y pMT28-3D(V173I) pasadas en presencia 
de FU se observó que la frecuencia de aparición de mutaciones no sinónimas era 
incluso mayor para el virus mutante, siendo de 0,61 frente al 0,55 del virus silvestre 
(Tabla A.2 del Anexo) y no se encontraron diferencias en la distribución o potencial 
nocividad de tales mutaciones, estimada mediante el índice PAM250 de aceptabilidad 
de sustituciones (Figura 5.2.8, Tabla A.2 del Anexo). Aunque seguimos analizando las 
diferencias entre los espectros de mutantes producidos por el virus silvestre y mutante, 
en estos momentos no podemos aportar un modelo que explique la ventaja de la 
sustitución V173I al mantener un patrón equilibrado de transiciones. 
 Aunque hemos observado una ventaja adaptativa de V173I frente a la acción 
del fluorouracilo, la presencia de la sustitución supone un coste de eficacia biológica al 
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virus en ausencia del compuesto mutagénico (Figura 5.2.9). La posición 173 se 
encuentra en el motivo F de la polimerasa, implicada en la unión al molde y el 
reconocimiento de nucleótidos (Ferrer-Orta et al., 2004). Pese a que algunos norovirus 
presentan isoleucina en el residuo equivalente a 173 (Ferrer-Orta et al., 2004; Lee et 
al., 2011; Ng et al., 2002; Ng et al., 2004), el VFA mantiene en esta posición (situada 
en una región estructural importante de la polimerasa) un residuo menos voluminoso, 
como es la valina. La presencia de isoleucina en la posición 173 provoca defectos de 
incorporación de nucleótidos, particularmente de purinas (Tabla 5.2.3), lo cual podría 
explicar parte de la pérdida de eficacia biológica causada por esta sustitución. Se han 
descrito pérdidas en eficacia biológica asociadas a un aumento de fidelidad de copia 
de virus (Coffey et al., 2011; Levi et al., 2010; Pfeiffer & Kirkegaard, 2005; Zeng et al. 
2014, revisado en Lloyd et al., 2014), hasta el punto de proponer el uso de virus de 
fidelidad incrementada para el diseño de vacunas atenuadas (Vignuzzi et al., 2008). 
Teniendo esto en cuenta, se esperaría que la menor tasa de mutación de pMT28-
3D(V173I) tuviese un efecto negativo en la eficacia biológica del virus. 
 A nivel evolutivo, parece que la "evaluación" de costes/beneficios llevada a 
cabo por un proceso de selección natural hizo que, a pesar de los posibles efectos 
deletéreos de la sustitución V173I, esta se impusiese en la población tratada con FU. 
6.3 Análisis funcional del extremo amino-terminal de 3D 
6.3.1 Cambios en los residuos 18 y 20 de la polimerasa del VFA 
son deletéreos para el virus 
 La región de la polimerasa del VFA comprendida entre los residuos M16 y T24 
fue identificada como una señal de localización nuclear (NLS) en el laboratorio del Dr. 
Sobrino (Sánchez-Aparicio et al., 2013). A su vez se observó que los residuos M16, 
R17 y K18 aparecían reordenados en 3D(SSI) (Figura 5.3.1; Agudo et al., 2010), como 
cambio conformacional destacable en esta polimerasa con las sustituciones P44S, 
P169S y M296I con baja sensibilidad a la acción mutagénica de R. En el laboratorio 
del Dr. Sobrino se construyeron clones infecciosos con las sustituciones K18E, K20E, 
K18A, K20A y K18A-K20A en la proteína 3D para estudiar la importancia de la 
secuencia de esta región en localización nuclear. De estos clones infecciosos, 
aquellos que contenían cambios a ácido glutámico revirtieron rápidamente al genotipo 
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silvestre. De los clones infecciosos con cambios a alanina, solo los virus con una única 
sustitución sobrevivieron, manteniendo la mutación estable durante 5 pases. A pesar 
de que los virus con K18A y K20A fueron viables, la producción viral fue menor que la 
del virus silvestre. Con estos experimentos quedó patente la importancia de la 
secuencia de aminoácidos de esta región para el VFA. Además, los datos bioquímicos 
refuerzan la idea de que cambios en la NLS de 3D tienen consecuencias deletéreas 
para la unión a RNA (Figuras 5.3.2-3) y para la actividad enzimática de 3D (Figuras 
5.3.4-10).!
6.3.2 Cambios en los residuos 18 y 20 de la polimerasa afectan 
la unión al RNA 
! Las polimerasas con las sustituciones K18E, K20E y, en menor medida, K18A, 
K20A y KAKA, mostraron una menor unión al RNA que la enzima silvestre. Los 
residuos R17 y R18, gracias a su carga positiva, interaccionan de forma directa con el 
RNA (Ferrer-Orta et al., 2004), por lo que cabría esperar que cambios de carga 
introducidos en esta región afecten a la unión de la enzima con el RNA. No obstante, 
se han encontrado en las estructuras cristalográficas de 3D(K18E) y 3D(K20E) 
(resueltas por las Dras. Ferrer Orta y Verdaguer) reorganizaciones en la estructura de 
3D que aportan información adicional acerca del defecto de unión a RNA de estas 
proteínas. En el caso de 3D(K18E) sin RNA se ha visto que el bucle ß9-#11 de la 
polimerasa está movido hacia el centro activo de la enzima, dificultando la entrada del 
molde de RNA. Cuando 3D(K18E) se cristalizó en complejo con sym/sub-UA, se 
observó que el bucle ß9-#11 se halla en una conformación abierta que permite el 
posicionamiento del RNA. En la estructura de 3D(K20E) sin RNA, en cambio, lo que se 
observó fue una conformación cerrada de toda la proteína, estabilizada por un puente 
de sal entre el residuo E20 y R416, que hace que el dominio thumb se aproxime al 
dominio fingers. Esta conformación tan cerrada requeriría reorganizaciones 
importantes para poder acomodar el RNA. En la estructura de 3D(K20A) con RNA se 
observó que se pierde la interacción de E20 con R416, permitiendo la apertura de la 
cavidad central de la polimerasa. Los datos estructurales encajan con los datos 
bioquímicos en los que se aprecia que, a pesar de no haber observado unión a RNA 
con estos mutantes, sí que pueden ejercer su acción de copiado de RNA. La afinidad 
de 3D por el RNA no tiene por qué afectar a las constantes de incorporación de 
nucleótidos, como demostraron los estudios realizados con la 3D de PV con defectos 
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de afinidad por el RNA causados también por cambios en el N-terminal (Hobdey et al., 
2010). Aun así, las polimerasas con cambios en los residuos 18 y 20 tienen afectada 
la tasa de incorporación de nucleótidos (Tabla 5.3.1). 
6.3.3 Cambios en los residuos 18 y 20 de la polimerasa afectan 
al reconocimiento de nucleótidos 
! La proteína 3D con las sustituciones P44S, P169S y M296I, llamada 3D(SSI), 
presentó tasas de incorporación de R inferiores a 3Dwt, lo que permitió al virus con 
estas sustituciones resistir a la acción mutagénica de R (Agudo et al., 2010). Dado que 
los cambios estructurales más significativos respecto a 3Dwt se concentraron en los 
residuos 16-18, se consideró interesante estudiar la incorporación de R de las 
polimerasas con los cambios en los residuos 18 y 20. Pese a que la kpol de cada una 
de estas polimerasas en la incorporación de purinas es inferior a la de 3Dwt, la tasa de 
incorporación de R observada para los mutantes 3D(K18E), 3D(K20E) y, en menor 
medida, para 3D(K18A), 3D(K20A) y 3D(KAKA) es superior a la de la enzima silvestre. 
Estos datos parecen indicar que la NLS es también importante en el reconocimiento 
de nucleótidos y que alteraciones en esta zona pueden tener un efecto sobre fidelidad. 
Esto puede estar relacionado con el hecho de que los residuos M16 y R17 forman 
parte del canal por el cual el molde de RNA se posiciona en el centro activo y se ha 
observado que las cadenas laterales de estos residuos modulan la apertura de un 
bolsillo hidrofóbico formado por el motivo F y el motivo G para facilitar la entrada de 
nucleótidos. Para explorar esta posibilidad, se llevaron a cabo estudios con una 
polimerasa con un residuo menos voluminoso en la posición 16: la proteína 3D(M16A). 
Esperamos que datos estructurales que se están analizando actualmente revelen la 
naturaleza del comportamiento de las polimerasas con cambios en los residuos 18 y 
20, y nos permitan saber por qué estos mutantes presentan mayores tasas de 
incorporación de R, a diferencia de lo que ocurre con 3D(SSI). 
6.3.4 Reconocimiento de nucleótidos por 3D(M16A) 
! La proteína 3D(M16A) fue purificada tras la propuesta de la Dra. Nuria 
Verdaguer, que predijo un descenso en la fidelidad de copia como consecuencia de la 
eliminación de la cadena lateral de la metionina en la posición 16 de la polimerasa. 
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Esta proteína no presenta los defectos en unión a RNA que se observaron con las 
polimerasas con cambios en los residuos 18 y 20 y tampoco mostró defectos en 
síntesis de RNA. Los parámetros cinéticos de incorporación de nucleótidos calculados 
fueron similares a los de la enzima silvestre, salvo por un descenso en la kpol de 
incorporación de purinas (Tabla 5.3.2). Cuando se analizó la incorporación de un 
nucleótido incorrecto en segunda posición (G frente a U) se observó que 3D(M16A) 
mostraba una tasa de incorporación de GMP tres veces mayor que 3Dwt, dando lugar 
a una menor selectividad de nucleótido incorrecto que 3Dwt. Este resultado sugiere 
que la sustitución M16A causa un descenso en la fidelidad de copia de 3D. 3D(M16A) 
también muestra un incremento en la incorporación de RMP respecto a 3Dwt (Figuras 
5.3.22-25). Aunque las diferencias observadas no son tan grandes como las de los 
mutantes K18E y K20E, los resultados reiteran la tendencia de 3D(M16A) de 
incorporar nucleótidos incorrectos con una tasa mayor que 3Dwt. Los datos apoyan la 
hipótesis de que el residuo M16 sería un determinante de fidelidad, al estar enclavado 
entre el canal de RNA y el bolsillo hidrofóbico que acomoda el nucleótido entrante. 
 A diferencia de los virus con las sustituciones K18E y K20E, el clon infeccioso 
con la sustitución M16A presenta viabilidad en cultivos celulares y es genéticamente 
estable. Dado el papel que la fidelidad de copia parece tener sobre la adaptabilidad de 
los virus, la obtención de mutantes con fidelidad alterada supone una poderosa 
herramienta para el estudio de la teoría de cuasiespecies víricas, así como para 
entender las bases moleculares del reconocimiento de nucleótidos. PV con la 
sustitución de fidelidad G64S, al generar menor diversidad genómica, sufrió una 
pérdida de neurotropismo y patogénesis, solo restablecidas al expandir el espectro de 
mutantes mediante mutagénesis química (Vignuzzi et al., 2006). Mutaciones que 
provocan incrementos en la frecuencia de mutación del virus de coxsackie B3 (CVB3) 
también causan atenuación y pérdidas de eficacia biológica (Gnädig et al., 2012). Los 
estudios con mutantes de fidelidad incrementada (Coffey et al., 2011; Levi et al., 2010; 
Pfeiffer & Kirkegaard, 2005; Sadeghipour et al., 2013; Tian et al., 2008; Vignuzzi et al., 
2006; Zeng et al., 2013; Zeng et al., 2014; revisado en Vignuzzi & Andino, 2010), así 
como de mutantes de fidelidad disminuida (Gnädig et al., 2012), ponen de manifiesto 
el refinamiento en fidelidad de copia al que han sido sometidas las polimerasas víricas 
a lo largo de la evolución, para conseguir un equilibrio adecuado entre adaptabilidad y 
el mantenimiento de la información genética de forma estable. 
 Si el virus con la sustitución M16A realmente muestra una tasa de mutación 
mayor que la del virus silvestre, esta estaría aún más cerca del umbral de error. Esto 
implicaría que el virus M16A sería más susceptible que el virus wt a la mutagénesis 
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letal y que se debería extinguir antes que el virus silvestre al ser tratado con agentes 
mutagénicos. Experimentos considerando esta hipótesis están siendo llevados a cabo 
en nuestro laboratorio, ya que podrían apoyar la teoría de la catástrofe de error como 
base de la mutagénesis letal. La información molecular sobre las alteraciones de la 
polimerasa que promueven bajadas de fidelidad de copia podría contribuir al diseño de 
nuevos análogos de nucleótido que facilitaran mutagénesis y extinción de virus. 
6.4 La proteína 2C del VFA podría ser una chaperona de ácidos 
nucleicos 
 Hasta la fecha no ha sido descrita ninguna proteína viral distinta de la 
polimerasa o de una proteína correctora de errores que tenga un papel en la fidelidad 
de copia del virus. Al pasar el VFA en presencia de altas dosis de R, se seleccionó la 
sustitución I248T en la proteína 2C. El clon infeccioso con I248T en 2C como única 
sustitución en su genoma mantuvo inalterado el balance en los tipos de transiciones a 
pesar de su replicación en presencia de R. En experimentos realizados in vitro con 
2Cwt y 2C(I248T) se ha observado que las actividades ATPasa y GTPasa de 2Cwt, 
pero no de 2C(I248T), son inhibidas por la presencia de RTP. Además, la presencia de 
RNAs homopoliméricos afecta de modo distinto a las actividades ATPasa y GTPasa 
de 2C(I248T) y de 2Cwt (Agudo et al., manuscrito en preparación), sugiriendo que la 
interacción de 2C con determinadas secuencias de RNA podría estar relacionada con 
la frecuencia de mutación del virus. El estudio de las bases moleculares de la 
compensación que la sustitución I248T confiere al VFA pasado en presencia de R se 
ve dificultado por los escasos datos que hay acerca del papel de 2C en replicación. 
Dada la putativa actividad helicasa de 2C, se llevaron a cabo experimentos de 
desestabilización de ácidos nucleicos con esta proteína. 
 Para llevar a cabo estudios bioquímicos con la proteína 2C, se aumentó su 
solubilidad mediante la deleción de 33 aminoácidos del extremo N-terminal. La 
proteína con la deleción [2C(34-318)] es capaz de unir a RNA y de oligomerizar, aunque 
la actividad ATPasa se vio reducida respecto a la 2C completa fusionada a GST 
(Sweeney et al., 2010). En nuestro laboratorio comprobamos que 2C(34-318) mantenía la 
capacidad de hidrolizar ATP (Figura 5.4.2), pero no se comprobó el impacto que la 
deleción tuvo sobre esta actividad, ya que tampoco teníamos la proteína completa en 
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solución estable. Tampoco podemos asegurar que la deleción de 33 residuos haya 
afectado los resultados obtenidos y que comentamos a continuación. 
 Una actividad remodeladora del RNA es importante para virus RNA, ya que el 
RNA genómico del virus puede plegarse de distintas formas, pudiendo dar lugar a 
estructuras intermedias inactivas (Musier-Forsyth, 2010; Woodson, 2010a). Para evitar 
dichos plegamientos, células y virus se arman de proteínas capaces de modelar la 
estructura terciaria del RNA (Zúñiga et al., 2009). Dichas proteínas se pueden 
clasificar en 3 tipos (Rajkowitsch et al., 2007): 1) helicasas de RNA, que usan su 
actividad ATPasa para desaparear pares de bases; 2) chaperonas de RNA 
(frecuentemente llamadas chaperonas de ácidos nucleicos por su carácter promiscuo 
frente RNA o DNA), que desestabilizan la hélice de RNA sin necesidad de ATP para 
promover la formación de estructuras de RNA globalmente más estables, y 3) 
hibridadores de RNA, que aceleran la unión de 2 hebras complementarias de RNA sin 
necesidad de ATP. Los ensayos de actividad helicasa descritos en la presente tesis 
demuestran la capacidad de la proteína 2C(34-318) de desestabilizar la doble hélice del 
DNA de forma independiente de ATP, siempre y cuando el ácido nucleico tenga un 
extremo prominente en 5'. La 2C de EoV también mostró una predilección por 
extremos prominentes en 5', aunque en este caso también se observó separación de 
hebra a partir de un extremo en 3' (Cheng et al., 2013). La 2C de EoV, tal y como 
hemos observado en 2C(34-318), lleva a cabo la desestabilización de ácidos nucleicos 
independientemente de hidrólisis de ATP. Además de la desestabilización de la doble 
banda, la 2C de EoV presentó una propiedad antagónica: la de hibridación de hebras 
de RNA (Cheng et al., 2013). Los autores del trabajo proponen que, dado su carácter 
remodelador del RNA, tanto separando como hibridando hebras de RNA de forma 
independiente de ATP, la proteína 2C de EoV podría incluirse dentro de la categoría 
de chaperonas de RNA. Esta función ya había sido propuesta para la proteína 2C de 
PV, que podría estar mediando la formación de complejos de ribonucleoproteína 
(RNP) con elementos reguladores de RNA (Steil & Barton, 2009). La función principal 
de las chaperonas de RNA es evitar el plegamiento incorrecto del RNA, que suele dar 
lugar a estructuras estables con energía global baja, y facilitar la formación de 
estructuras con alta energía global, que son termodinámicamente más estables, pero 
se forman más lentamente (Woodson, 2010b). El genoma de picornavirus contiene 
numerosos elementos estructurados de RNA (RNA cre, IRES, fragmento S, hoja de 
trébol en 3', etc.) que podrían requerir de la acción de una chaperona para su correcta 
formación. No se han realizado ensayos con 2C(34-318) del VFA que permitan ver 
hibridación de RNA, pero las similitudes bioquímicas y filogenéticas de las proteínas 
!136!
2C del VFA y de EoV sugieren que la función de ambas proteínas podría ser parecida. 
Experimentos adicionales con la proteína 2C del VFA son necesarios para determinar 
si estimula la hibridación de RNA. 
 La idea de que la actividad ATPasa de 2C podría impulsar la separación de 
hebras con la energía del enlace fosfodiéster del ATP era atractiva. Sin embargo, 
dicha actividad no explica esta propiedad de 2C y la función de la actividad ATPasa en 
la proteína 2C del VFA sigue siendo desconocida. El ATP no solo es prescindible para 
la actividad helicasa de 2C(34-318), sino que a altas concentraciones inhibe la 
desestabilización de la doble banda de DNA (Figura 5.4.7). La inhibición de la 
actividad helicasa por altas concentraciones de ATP ha sido ya descrita para la 
helicasa del virus del Nilo occidental, que es dependiente de ATP (Borowski et al., 
2001). Podemos especular acerca de un posible papel del ATP en la actividad 
observada en 2C. La actividad remodeladora de la proteína NS3 del virus del dengue 
(DENV), basada en un balance entre la actividad separadora e hibridadora de RNA, 
puede ser modulada por la disponibilidad de ATP (Gebhard et al., 2012). Además, la 
presencia de poli(U) (presente en intermediarios replicativos tanto de picornavirus 
como de flavivirus) estimula la actividad ATPasa de NS3 de HCV y de DENV, a la vez 
que inhibe la actividad helicasa de esta proteína (Junaid et al., 2013; Morgenstern et 
al., 1997; Wang et al., 2009). No hemos estudiado el efecto de poli(U) sobre la 
actividad helicasa de 2C(34-318), pero sabemos que poli(U) y poli(A) son capaces de 
estimular la actividad ATPasa y GTPasa de 2C (Agudo et al., manuscrito en 
preparación). Estas analogías y la similitud en el ciclo infeccioso de picornavirus y 
flavivirus invitan a pensar que podría haber una regulación de la actividad de 2C del 
VFA basada en disponibilidad de ATP. 
 Las enzimas remodeladoras de ácidos nucleicos son promiscuas, actuando 
tanto sobre RNA como sobre DNA. Se llevó a cabo el estudio con DNA por las 
ventajas técnicas y económicas que su uso conlleva. De todos modos, no se 
obtuvieron resultados satisfactorios con RNA. Si tenemos en cuenta que la proteína 
2C es potencialmente un hibridador de hebras de RNA, no es de extrañar que la 
actividad helicasa de esta proteína haya sido eclipsada por una actividad antagónica 
que revierte el efecto de la actividad que se desea demostrar. El RNA tiene cualidades 
termodinámicas distintas al DNA (Lesnik & Freier, 1995), siendo el dúplex de RNA 
más estable que el de DNA. Es posible que no hayamos empleado un dúplex de RNA 
adecuado ni las condiciones necesarias para que la separación de hebras tenga lugar. 
Quizás sea por esta razón que la actividad helicasa de 2C de picornavirus no ha sido 
aún descrita en la literatura científica. 




1.- La sustitución G62S en 3D disminuye la eficacia biológica del virus de la fiebre 
aftosa (VFA), por lo que esta sustitución no se selecciona al replicar el virus en 
presencia de ribavirina (R). Las sustituciones G62S y M296I en la 3D del VFA, juntas o 
por separado, provocan una menor incorporación de ribavirina-5'-monofosfato (RMP), 
dando lugar a una menor sensibilidad a R en pMT28-3D(G62S), pMT28-3D(M296I) y 
pMT28-3D(G62S-M296I). Las estructuras cristalográficas de 3D sugieren que las 
sustituciones G62S y M296I afectan al reconocimiento de nucleótidos. 
2.- La sustitución V173I en 3D confiere al VFA un aumento de eficacia biológica en 
presencia de 5-fluorouracilo (FU), pero no en su ausencia. La sustitución evita el 
exceso de mutaciones A ! G y U ! C promovido por el FU. Parámetros cinéticos de 
incorporación de nucleótidos con FUTP como sustrato o FU en el molde por 3D 
explican el balance de transiciones observado en los espectros de mutantes. 
3.- Con la 3D del VFA, el 5-fluorouracilo tiene más potencial para generar errores 
de copia una vez que ha sido incorporado en el RNA y ha de ser reconocido como 
molde que como sustrato nucleotídico a incorporar frente a las purinas estándar. 
4.- Sustituciones en los residuos 18 y 20 de 3D provocan defectos de unión a RNA 
y de actividad enzimática, además de un incremento en la incorporación de RMP. 3D 
con la sustitución M16A presenta una mayor tasa de incorporación de RMP y de 
nucleótidos incorrectos que 3Dwt. La región del dominio fingertips comprendida entre 
los residuos 16 y 24 estaría, por tanto, implicada en unión al RNA, localización nuclear 
y reconocimiento de nucleótidos. 
5.- La proteína 2C(34-318) estimula el desenrollamiento de DNA de doble banda de 
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Tabla A.1. Cambios de nucleótido y aminoácido de las poblaciones virales pasadas en 
ausencia de FU. 
pMT28wt p10 -FU 
Mutación Sustitución PAM 250 Rep 
U6624C -  1 
U6671C L21P -3 1 
C6704U P32L -3 1 
G6718A A37T 1 1 
U6724C -  1 
C6765U -  1 
A6771G -  1 
A6802G K65E 0 1 
U6843C -  1 
A6880G T91A 1 1 
A6948G -  1 
U6960C -  1 
G6997A A130R -2 1 
A7016G N136S 1 1 
G7027A G140R -3 1 
A7034G E142G 0 1 
A7065G -  1 
A7172G H188R 2 1 
U7178G L190R -3 1 
U7258C C217R -4 1 
U7272C -  1 
A7274G D222G 1 1 
A7284G -  1 
A7291G T228A 1 1 
G7300A A231T 1 1 
U7339C F244L 2 1 
A7349C N247T 0 1 
G7386A -  1 
U7390C F261L 2 1 
A7412G H268R 2 2 
A7468G N287D 2 1 
U7509C -  1 
C7563U -  1 
G7583A G325E 0 1 
C7613U S335F -3 1 
A7695C Q362H 3 1 
A7699G I364V 4 1 
A7714G K369E 0 1 
U7749C -  2 
A7781G H391R 2 1 
U7797C -  1 
A7809C K400N 1 1 
U7846C S413P 1 1 
Mutaciones totales 43 
Mutaciones sinónimas (%) 15 (35) 
Mutaciones no sinónimas (%) 28 (65) 
A!G U!C que causan 





pMT28(V173I) p10 -FU 
Mutación Sustitución PAM 250 Rep 
U6620C V4A 0 1 
A6662G K18R 3 1 
A6689G H27R 2 1 
G6706A E33K 0 1 
U6838C C77R -4 1 
A6898G S97G 1 1 
A6901G I98V 4 1 
G6942A M111I 2 1 
C6967U P120S 1 1 
U7002C -  1 
U7058C M150T -1 1 
A7066G R153G -3 1 
U7167C -  1 
U7180C Y191H 0 1 
A7216G M203V 2 1 
C7227U -  1 
U7253C V215A 0 1 
C7254U -  1 
U7258C C217R -4 2 
U7339A F244I 1 1 
A7361G D251G 1 1 
U7376C M256T -1 1 
U7433C L275P -3 1 
A7450G T281A 1 1 
A7455G -  1 
A7468G N287D 2 1 
U7547C I313T 0 1 
U7569C -  1 
A7597G T330A 1 1 
U7600A Y331N -2 1 
U7628C I340T 0 1 
G7819A A404T 1 1 
A7871G Q421R 1 1 
Mutaciones totales 33 
Mutaciones sinónimas (%) 6 (18) 
Mutaciones no sinónimas (%) 27 (82) 
A!G U!C que causan 
mutaciones NS (% de entre 
A!G U!C) 
21 (84) 
G!A C!U que causan 
mutaciones NS (% de entre 
G!A C!U) 
4 (67) 
Mutaciones no sinónimas 
repetidas (% de entre las NS) 1 (4) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 < 0 (% de entre las 
NS) 
7 (26) 
Mutaciones no sinónimas con 





G!A C!U que causan 
mutaciones NS (% de entre 
G!A C!U) 
7 (70) 
Mutaciones no sinónimas 
repetidas (% de entre las NS) 1 (4) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 < 0 (% de entre las 
NS) 
7 (25) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 = 0 (% de entre las 
NS) 
5 (18) 
Mutaciones no sinónimas con 




Mutaciones no sinónimas con 












Tabla A.2. Cambios de nucleótido y aminoácido de las distintas poblaciones virales 
pasadas en presencia de 400 !g/ml FU. 
pMT28wt p10 FU 400 "g/ml 
Mutación Sustitución PAM 250 Rep 
U6613C -  1 
U6620C V4A 0 2 
U6624C -  1 
U6647C V13A 0 1 
A6662G K18R 3 10 
A6664G T19A 1 1 
A6689G H27R 2 1 
G6714A -  1 
U6717C -  1 
A6741G -  1 
U6744C -  1 
U6746C L46P -3 1 
G6760A V51I 4 1 
A6770G E54G 0 1 
U6773C V55A 0 2 
U6776C I56T 0 2 
A6802G K65E 0 1 
A6803G K65R 3 2 
A6815G E69G 0 1 
U6829C F74L 2 1 
U6830C F74S -3 1 
G6836A R76H 2 1 
U6843C -  1 
G6853A A82T 1 1 
U6903C -  1 
U6923C V105A 0 1 
A6930G -  1 
A6944G E112G 0 1 
G6949A D114N 2 1 
pMT28(V173I) p10 FU 400 "g/ml 
Mutación Sustitución PAM 250 Rep 
U6617C I3T 0 1 
U6620C V4A 0 1 
U6624C -  1 
A6632C D8A 0 1 
U6633C -  1 
G6634A V9M 2 1 
A6654G -  1 
A6662G K18R 3 1 
U6671C L21P -3 1 
U6683C V25A 0 1 
G6692A G28D 1 1 
U6697C F30L 2 1 
U6729C -  2 
G6735A -  1 
U6744C -  2 
G6755A G49D 1 1 
U6773C V55A 0 1 
U6776C I56T 0 2 
G6794A G62E 0 1 
U6827C L73P -3 1 
A6858G -  1 
U6902C I98T 0 1 
A6930G -  1 
C6933U -  1 
G6972A STOP  1 
A6986G K126R 3 1 
C7020U -  1 
G7024A V139I 4 1 
A7071G -  1 
Los cambios son los encontrados en los espectros de la región codificante de 3D 
(nucleótidos 6610-7980) de las poblaciones pMT28wt y pMT28(V173I) (pasadas en ausencia 
de FU). Los clones analizados son los que se describen en las Tablas 5.2.1 y 5.2.2. Un guión 
(-) indica que la mutación es sinónima, Rep hace referencia al número de veces que esa 
mutación ha sido encontrada en la población y se muestra el valor de PAM250 (Feng & 
Doolittle, 1996) de las sustituciones encontradas. NS = mutación no sinónima. 
A N E X O 
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C6951U -  1 
U6966C -  1 
C7005U -  1 
U7009C F134L 2 1 
A7029G -  1 
U7037C V143A 0 1 
A7066G R153G -3 1 
A7068G -  1 
A7070G E154G 0 1 
U7079C F157S -3 1 
G7101A -  1 
C7104U -  1 
A7125G -  2 
A7128G -  3 
A7141G T178A 1 1 
U7157C V183A 0 1 
U7158C -  1 
A7195G I196V 4 1 
A7203G -  1 
U7241C I211T 0 1 
U7242C -  1 
U7253C V215A 0 1 
A7268G D220G 1 1 
A7274G D222G 1 1 
U7298C F230S -3 1 
U7316C V236A 0 1 
A7348G N247D 2 1 
U7378C F257L 2 1 
U7402C F265L 2 2 
C7407U -  2 
G7425A -  1 
U7430C I274T 0 1 
A7472G K288R 3 1 
G7475A R289H 2 1 
U7482C -  1 
U7484C V292A 0 2 
A7488G -  1 
A7516G T303A 1 1 
U7542C -  2 
U7547C I313T 0 1 
A7550G Y314C 0 1 
A7559G Y317C 0 2 
U7564C -  1 
U7565C L319S -3 2 
U7617C -  1 
U7628C I340T 0 1 
U7650C -  1 
A7661G E351G 0 1 
C7672U P355S 1 1 
C7677U -  1 
U7678C F357L 2 1 
A7683G -  4 
U7704C -  1 
A7715G K369R 3 1 
A7725G -  1 
U7728C -  1 
U7729C F374L 2 1 
U7733C V375A 0 1 
U7749C -  15 
A7750G T381A 1 1 
A7790G Y394C 0 1 
U7883C I425T 0 1 
C7887U -  1 
U7072C Y155H 0 1 
U7083C -  1 
C7086U -  1 
U7164C -  1 
U7164G -  1 
G7165A V186I 4 1 
A7172G H188R 2 1 
A7192G M195V 2 1 
A7203G -  1 
A7226G N206S 1 1 
G7236A -  1 
U7257C -  1 
G7267A D220N 2 1 
U7275C -  2 
C7329U -  1 
A7331G Y241C 0 1 
G7336A A243T 1 1 
U7339C F244L 2 1 
C7350U -  1 
A7357G S250G 1 1 
U7378C F257L 2 3 
A7400G E264G 0 1 
U7402C F265L 2 1 
A7429G I274V 4 3 
A7438G T277A 1 1 
A7463G Y285C 0 1 
A7472G K288R 3 1 
U7478C I290T 0 1 
C7479U -  1 
U7484C V292A 0 1 
U7507C C300R -4 1 
U7523C I305T 0 1 
U7526C I306T 0 1 
U7536C -  1 
U7537C -  1 
U7547C I313T 0 1 
A7559G Y317C 0 1 
A7572G -  3 
U7576C Y323H 0 1 
U7617C -  1 
C7626U -  1 
C7637U A343V 0 1 
U7645C Y346H 0 1 
U7647C -  1 
U7650C -  1 
A7661G E351G 0 1 
A7670G K354R 3 1 
G7671A -  2 
A7681G K358E 0 1 
A7682G K358R 3 1 
U7684C S359P 1 1 
C7692U -  1 
C7698U -  2 
U7704C -  1 
A7716G -  1 
U7730C F374S -3 1 
U7731C -  1 
U7734C -  1 
U7744C S379P 1 1 
C7745U S379F -3 1 
U7761C -  2 
A7769G K387R 3 1 
A7770G -  1 
!158!
A7896G -  1 
U7945C F446L 2 1 
U7957C F450L 2 1 
A7963G I452V 4 1 
Mutaciones totales 96 
Mutaciones sinónimas (%) 37 (39) 
Mutaciones no sinónimas (%) 59 (61) 
A!G U!C que causan 
mutaciones NS (% de A!G 
U!C) 
53 (65) 
G!A C!U que causan 
mutaciones NS (% de entre 
G!A C!U) 
6 (100) 
Mutaciones no sinónimas 
repetidas (% de entre las NS) 9 (15) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 < 0 (%  de entre las 
NS) 
6 (10) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 = 0 (% de entre las 
NS) 
25 (42) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 > 0 (% de entre las 
NS) 
28 (47) 
A!G U!C con PAM250 < 0 
(% de entre A!G U!C) 6 (7)  
A7773G -  1 
C7782U -  2 
U7788C -  4 
U7801C F398L 2 1 
U7839C -  1 
U7841C I411T 0 1 
C7857U -  1 
U7883C I425T 0 1 
A7893G -  1 
A7896G -  1 
G7939A E444K 0 1 
Mutaciones totales 103 
Mutaciones sinónimas (%) 45 (44) 
Mutaciones no sinónimas (%) 57 (55) 
Codones de parada 1 
A!G U!C que causan 
mutaciones NS (% de entre 
A!G U!C) 
45 (60) 
G!A C!U que causan 
mutaciones NS (% de entre 
G!A C!U) 
11 (42) 
Mutaciones no sinónimas 
repetidas (% de entre las NS) 3 (5) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 < 0 (% de entre las 
NS) 
5 (9) 
Mutaciones no sinónimas con 
PAM250 = 0 (% de entre las 
NS) 
26 (46) 
A!G U!C con PAM250 > 0 
(de entre A!G U!C) 26 (46) 
A!G U!C con PAM250 < 0 
(% de entre A!G U!C 4 (5)  
 
Los cambios son los encontrados en los espectros de la región codificante de 3D 
(nucleótidos 6610-7980) de las poblaciones pMT28wt y pMT28(V173I) (pasadas en presencia 
de 400 "g/ml FU). Los clones analizados son los que se describen en las Tablas 5.2.1 y 
5.2.2. Un guión (-) indica que la mutación es sinónima, Rep hace referencia al número de 
veces que esa mutación ha sido encontrada en la población y se muestra el valor de PAM250 
(Feng & Doolittle, 1996) de las sustituciones encontradas. NS = mutación no sinónima. !
